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RESUME 
Ce travail étudie la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol par une souche 
de Brettanomyces bruxellensis, levure de contamination des vins. Deux méthodes analytiques 
(HPLC/UV et GC/MS) ont été optimisées pour suivre la cinétique de la réaction. L’acide p-
coumarique présente un problème de quantification. Son instabilité aux températures élevées 
et son estérification avec l’éthanol du vin ont été montrées, ainsi que son adsorption sur les 
parois des levures. L’étude du bilan matière de la bioconversion montre plusieurs étapes 
réactionnelles. La bioconversion en 4-éthylphénol apparait comme unique voie d’utilisation 
de l’acide p-coumarique par la souche testée. Le mode d’agitation, la phase de croissance, le 
taux de la population levurienne, ainsi que la présence de phénols volatils ont montré un effet 
direct sur la vitesse de la réaction. Enfin, l’adsorption de l’acide p-coumarique sur le PVPP a 
été présentée comme un moyen de lutte contre l’apparition du 4-éthylphénol dans les vins. 
 
Mots-clé : Brettanomyces bruxellensis ; acide p-coumarique ; 4-vinylphénol ; 4-éthylphénol ; 
bioconversion ; adsorption ; bilan matière ; cinétique ; œnologie. 
 
 
ABSTRACT 
The aim of this work was the study of p-coumaric acid bioconversion into 4-ethylphenol by 
Brettanomyces bruxellensis as a contamination yeast of wine. An HPLC/UV and a GC/MS 
method were optimised to follow up the reaction kinetics. P-coumaric acid presents many 
quantification problems, and it was shown to be instable at high temperature. Its esterification 
with wine éthanol as well as its adsorption on yeast cell walls were demonstrated. The study 
of biosynthesis material balance showed several steps of reaction. The conversion into 4-
ethylphenol seems to be the only pathway of p-coumaric acid to be used by Brettanomyces 
stain tested. The agitation, the growth phase, the yeast population concentration, as well as the 
presence of volatile phenols have shown a direct effect on reactions rate. Finally, p-coumaric 
acid adsorption on PVPP was presented as a usefull method to prevent 4-ethylphenol 
occurrence in wine.  
 
Keywords : Brettanomyces bruxellensis ; p-coumaric acid ; 4-vinylphenol ; 4-ethylphenol ; 
bioconversion ; adsorption ; material balance; kinetics ; œnology. 
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Pasteur disait : « Le vin est le breuvage le plus sain et le plus hygiénique qui soit». Avec 
le temps, l’intérêt porté au vin pour son effet bénéfique a été remplacé par le plaisir qu’il 
procure par ses qualités aromatiques et organoleptiques. Le vin est devenu ainsi après 
l’amour, la deuxième source d’inspiration des poètes. L’œnologie s’est également développée 
et elle peut être considérée comme un carrefour de différentes sciences tant l’élaboration du 
vin et sa consommation font appel à de nombreux domaines scientifiques. Pourtant, le 
consommateur ne s’intéresse qu’aux aspects apparents de son verre et plus précisément aux 
arômes et aux caractéristiques organoleptiques. 
 
Toutefois, les altérations des vins sont nombreuses et leurs effets sur les caractéristiques 
organoleptiques ou aromatiques sont déplaisants. Les origines et causes sont variables et 
peuvent avoir lieu tout au long de la chaîne de production. Dans ce contexte, il est connu 
désormais que la levure du genre Dekkera/Brettanomyces est un contaminant des vins. A 
cause de sa grande faculté d’adaptation, cette levure est redoutable et alarmante. Si la 
détérioration de la qualité des vins cause un souci sérieux pour les œnologues et les 
producteurs de vins, les spécificités métaboliques de Brettanomyces intéressent les 
scientifiques comme le montrent les nombreuses études récentes menées pour percer les 
secrets de cette levure.  
 
Jusqu’à présent, l’origine même de la contamination est mal connue mais les effets 
néfastes de Brettanomyces dans un vin ont été démontrés. Il est ainsi connu que cette levure 
est responsable de la perte du caractère fruité du vin à cause de son activité enzymatique 
estérase qui détruit les esters. Un autre aspect indésirable de Brettanomyces est sa grande 
faculté acidifiante. Enfin, l’adjectif « bestiale » lui a été associé à cause de la génération 
d’odeurs animales dans le vin, rappelant l’écurie, la sueur de cheval et l’urine de souris. Elle 
est également nommée levure « à plusieurs facettes » en raison de sa grande variation 
morphologique et de la difficulté à la reconnaître par de simples outils de contrôle, ce qui 
rend encore plus difficile la prévision d’une contamination potentielle. De plus, les moyens de 
lutte à disposition des viti-viniculteurs ne sont pas encore bien maîtrisés. Ainsi, le 
développement de cette levure dans un contexte œnologique peut avoir des conséquences 
économiques non négligeables sachant que les contaminations sont fréquentes et aléatoires.  
 
Cette Thèse s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche entre l’Université Saint 
Joseph de Beyrouth et le Laboratoire de génie chimique de Toulouse, département BioSym. 
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Ces deux institutions étudient depuis quelques années  les différents aspects de contamination 
des vins par Brettanomyces. Ainsi, plusieurs thèses ont été réalisées sur cette thématique de 
recherches, d’une part en ce qui concerne l’identification et la maîtrise de la contamination 
par Brettanomyces au cours du procédé de vinification, et d’autre part en étudiant les 
paramètres environnementaux sur la cinétique et le métabolisme de la croissance. Le travail 
présenté dans les pages à venir s’intéresse spécifiquement à l’étude de l’apparition des 4-
éthylphénols dans les vins, à partir de la bioconversion de l’acide p-coumarique par 
Brettanomyces.  
 
En effet, de nombreuses études ont montré que la levure Brettanomyces était l’agent  
responsable de l’apparition des 4-éthylphénols dans les vins. L’acide p-coumarique 
initialement présent sous forme libre ou estérifiée est décarboxylé d’abord par la cinnamate 
décarboxylase en 4-vinylphénol. Par la suite, le 4-vinylphénol est réduit en 4-éthylphénol par 
la vinylphénol réductase. Notons que la première enzyme est commune à plusieurs 
microorganismes, alors que la seconde n’est spécifique qu’à très peu et, dans les conditions 
oenologiques, elle est limitée à l’espèce Brettanomyces.  
Toutes les études réalisées se sont concentrées sur la relation entre l’apparition du 4-
éthylphénol dans les vins et la présence de Brettanomyces, en étudiant quelques facteurs 
environnementaux agissant sur le rendement de la production des 4-éthylphénols calculé à 
partir de la quantité d’acide p-coumarique initialement ajoutée aux milieux d’études. 
Toutefois, la disparité des chiffres relatifs aux rendements et les écarts importants des 
résultats, outre la variabilité des souches, posent un problème sérieux d’évaluation. De même, 
l’absence d’études sur les cinétiques de disparition de l’acide p-coumarique favorise le flou 
sur cette réaction. Il est vrai que les difficultés techniques liées à la manipulation de cet acide 
de par sa réactivité physique et chimique ne facilitent pas le travail. Il nous a semblé alors que 
pour l’étude de la cinétique de la bioconversion, avec le calcul de rendements exacts de 
bioconversion, un grand travail préliminaire était à réaliser sur les méthodes d’analyses des 
composés mais également sur leur stabilité dans nos milieux.  
 
Ainsi, le premier chapitre  « Synthèse Bibliographique » rassemblera l’ensemble des 
études déjà effectuées qui ont apporté une connaissance générale ou spécifique sur la 
cinétique de la bioconversion. Après avoir situé le problème de l’apparition des odeurs 
phénolés dans leur contexte œnologique et après avoir défini les différents composés de la 
bioréaction, une présentation des spécificités métaboliques de la levure Brettanomyces 
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permettront d’apprivoiser cet agent de contamination. Les difficultés rencontrées lors des 
différentes études ainsi que des outils de suivi et de contrôle seront aussi discutés. 
 
Le second chapitre « Matériels et Méthodes » présentera les techniques expérimentales 
utilisées ainsi que le différent matériel chimique et biologique. Les techniques expérimentales 
seront classées dans ce chapitre relativement aux différents composés dosés. Enfin, les outils 
mathématiques d’évaluation et de calculs seront détaillés.  
 
La partie « Résultats et Discussion » comportera les chapitres 3, 4, 5 et 6. Le chapitre 3 
présente deux méthodes chromatographiques que nous avons mises au point afin de pouvoir 
effectuer le suivi précis des composés de la bioconversion. La première est une méthode 
HPLC/UV  alors que la seconde est une méthode GC/MS. 
Le chapitre 4 traite les problèmes rencontrés lors de la manipulation de l’acide p-
coumarique dans des conditions œnologiques. Les interactions de cet acide avec les 
composants chimiques et biologiques du milieu seront alors étudiées, en insistant sur les 
phénomènes d’adsorption sur les levures. En comparaison, l’adsorption du 4-éthylphénol sera 
aussi étudiée dans les mêmes conditions. 
Le chapitre 5 propose une méthode pour réduire la concentration de l’acide p-
coumarique du milieu afin de limiter la production du 4-éthylphénol. La méthode des plans 
d’expériences sera utilisée pour étudier l’effet de quelques facteurs influençant le phénomène 
d’adsorption sur des adjuvants œnologiques. 
Après avoir déterminé les différentes causes de perte de l’acide p-coumarique dans le 
milieu, le chapitre 6, dans une première approche de ce genre, se penche spécifiquement sur 
le bilan matière de la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol. Ceci permettra 
de répondre à une question posée dans la littérature, celle des différentes voies de 
métabolisation de l’acide p-coumarique par Brettanomyces. Ce chapitre apportera aussi des 
réponses précises sur la relation entre l’agent de contamination et la vitesse de production des 
4-éthylphénols. Les différentes cinétiques seront étudiées dans différentes conditions, ce qui 
apportera des nouvelles données sur l’assimilation de l’acide p-coumarique et l’apparition des 
4-éthylphénols. 
 
La dernière partie intitulée « Conclusions et Perspectives » rassemblera les résultats à 
retenir ainsi que des propositions de pistes d’études pour approfondir les connaissances 
acquises.
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1. L’élaboration du vin 
La stratégie d’élaboration des vins dépend du type de vin recherché. Les caractéristiques 
souhaitées pour le produit final déterminent le choix de certaines étapes opératoires du 
procédé. Pourtant, il existe des étapes élémentaires communes à toutes les vinifications. Ces 
différentes étapes seront décrites tout au long du paragraphe suivant, afin de situer 
ultérieurement l’origine de l’apparition des éthylphénols dans le vin.  
 
1.1. De la récolte à la cave 
Non seulement la composition chimique des vins varie avec les différents types de 
cépages,  mais la récolte des raisins joue un rôle assez important tout au début de la chaîne de 
production. Cette récolte doit être optimisée pour amener le raisin à exprimer son meilleur 
potentiel qualitatif, afin de pouvoir répondre aux caractéristiques des vins recherchés. Ainsi, 
les technologies viticoles et vinicoles doivent s’adapter aux différents milieux. Cette 
adaptation prendra en compte deux facteurs essentiels, celui du terroir ainsi que celui du 
cépage (Moralt, 1989, Salette, 1996).  Dès ce stade, la gestion des risques doit être mise en 
œuvre minutieusement, afin de contrôler les incidences œnologiques telles que l’oxydation 
des moûts, l’hygiène des machines et ustensiles ou bien l’état sanitaire de la récolte. 
Après le tri des vendanges, le transport du raisin vers la cave doit être parfaitement 
maîtrisé. En général, le débit d’enlèvement doit être plus grand que celui de cueillette afin 
d’éviter des temps d’attentes assez longs dans les bennes à la parcelle, ce qui provoquerait un 
tassement ou bien un écrasement des baies. Le sulfitage protège les raisins à ce stade contre 
l’oxydation. La dernière étape du trajet sera la réception à la cave. Si la maîtrise des étapes 
élémentaires depuis la récolte est parfaite, le raisin à ce stade ne devrait être ni écrasé, ni 
trituré.  
 
1.2. La vinification 
L’homme a mis en place diverses étapes dans le but de préparer le jus de raisin à être 
fermenté. Ribéreau-Gayon (1998) les décrit clairement : 
En première étape, vient l’égrappage ou l’éraflage. Cette opération permet la séparation 
des baies de raisin de la grappe.  
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Lors de l’élaboration des vins blancs, l’éraflage ne se pratique pas fréquemment, à cause 
du rôle de drains que peuvent jouer les rafles au cours du pressurage d’une part, et à cause de 
l’apport tannique d’autre part.  
Ensuite viendra le foulage, qui a pour but d’éclater le fruit de la baie afin de libérer le jus. 
Le foulage est une étape importante dans la vinification car le jus extrait joue à la fois le rôle 
de fluide d’extraction, ainsi que de solvant pour les composants chimiques du raisin. Il 
accélère significativement la macération, étape pendant laquelle le fruit éclaté est mis en 
contact avec son jus. Le but est de transmettre toute la composition chimique du cépage dans 
le jus. A ce stade, un enzymage éventuel (préparations d’enzymes pectinolytiques) peut avoir 
lieu, favorisant l’éclatement des baies. Lors de l’élaboration des vins blancs, l’égouttage et le 
pressurage permettent la séparation entre le moût et le marc, minimisant ainsi les contacts de 
macération.  
Le sulfitage peut avoir lieu à plusieurs endroits de la chaîne d’élaboration, d’une façon 
répétitive ou unique. Il consiste en l’apport de SO2, sous différentes formes (pastilles de 
soufres, bisulfite de Potassium, solutions sulfureuses, …). Le sulfitage a différentes fonctions. 
Tout d’abord, il détruit les enzymes d’oxydation naturellement présentes dans le moût. Il agit 
aussi sur les microorganismes aérobies et les bactéries acétiques réduisant ainsi les risques 
d’altération lors de la fermentation alcoolique. Aussi, le SO2 favorise la dissolution des 
matières colorantes et des tannins, en détruisant les cellules pelliculaires des fruits, ce qui 
améliore la macération en renforçant la couleur et la teneur en arômes primaires. La 
concentration de SO2 libre en fin de fermentation ne devra pas dépasser 25 mg/L. 
 
1.3. La fermentation 
Depuis Pasteur, il est bien connu que la levure est l’usine vivante de production d’éthanol 
suite à la transformation de sucres.  
Le jus de raisin enrichi de nutriments, de sucres ainsi que de composés phénoliques dans 
les étapes préfermentaires, est un milieu idéal pour la croissance et la multiplication de 
différents microorganismes. La levure Saccharomyces cerevisiae est la levure de vinification. 
Quoique initialement présente sur le raisin, un levurage semble classique de nos jours. Il 
consiste en l’apport de levures dans une concentration suffisante, permettant un bon 
démarrage de la fermentation alcoolique d’une part, et diminuant les risques de 
contaminations d’autre part (Domizio et al., 2007).  
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Dans les conditions œnologiques, cette fermentation s’effectue en quasi-anaérobiose (10 
mg d’oxygène disponible/L dans le moût et au début de la fermentation), ce qui rend le 
métabolisme de la levure Saccharomyces cerevisiae strictement fermentaire (Salmon, 1994).  
Le glucose et le fructose, sucres du moût de raisin, sont catabolysés suivant la voie de la 
glycolyse pour donner le pyruvate. Ce dernier est ensuite décarboxylé pour donner 
l’acétaldéhyde, qui sera réduit en éthanol pour maintenir la balance d’oxydoréduction et 
régénérer le NAD+ réduit lors de l’oxydation du glycéraldéhyde-3-phosphate. Le schéma de 
la glycolyse se trouve en annexe de la thèse.  
Cette production d’alcool s’accompagne de l’apparition de produits secondaires tels que 
le glycérol, l’acide acétique, l’acide succinique, l’acide lactique, les alcools supérieurs, les 
aldéhydes et cétones… Ce qui conduit à un rendement massique de 47% pour la production 
d’éthanol à partir des sucres consommés. Lors de la fermentation alcoolique, le métabolisme 
de la levure transforme également les composés chimiques présents dans le jus en des 
structures différentes, telle que la formation d’esters, de phénols volatils, …. (Moreira et al., 
2005).  
Après la fermentation alcoolique, une fermentation malolactique prend place dans le cas 
de la vinification en rouge, mais elle est peu fréquente lors de la vinification en blanc. Cette 
deuxième fermentation transforme l’acide malique en acide lactique. Ceci diminue l’acidité 
du vin, pour lui donner une plus grande souplesse. D’autre part, la disparition de l’acide 
malique assure la stabilité du vin vis-à-vis des bactéries lactiques, agents de transformation. Il 
faut cependant rester vigilant lors de cette étape, car une mauvaise conduite de la 
fermentation malolactique peut nuire aux caractéristiques du vin (Kandler, 1983).  
 
1.4. Les traitements post fermentaires et l’élevage 
La dernière étape est celle de l’élevage et du stockage des vins. Cet élevage peut se faire 
en barriques ou en bouteilles. Mais le vin obtenu après fermentation est chargé de matières 
solides en suspension : débris végétaux, levures, dépôts cristallins et autres. Il est alors loin 
d’être assez limpide pour être acceptable par les consommateurs. Divers traitements physico-
chimiques (stabilisation, collage…) sont alors pratiqués à ce stade afin de lui donner l’aspect 
attendu par les amateurs (Peynaud, 1983, Flanzy, 1998). Ensuite le vin fini sera mis à la 
disposition des consommateurs. La figure 1 résume les procédés de fermentations classiques 
en rouge et en blanc. 
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Figure I. 1. Procédés de fermentations classiques en rouge et en blanc 
 
2. L’arôme du vin 
2.1. L’arôme du vin et son évolution 
Le raisin donne naissance à des vins ayant des arômes complexes et caractéristiques. 
L’origine de ces arômes est liée à la présence de précurseurs contenus dans les baies de raisin. 
Ces derniers sont parfois odorants avant toute transformation, mais le plus souvent leur 
potentiel aromatique s’exprime plus intensément après les différentes étapes de la 
vinification. En fait, l’arôme des vins évolue tout au long de la chaîne d'élaboration, mais 
aussi lors de l’élevage et de la conservation. De ce fait, on distingue : les constituants 
primaires variétaux, secondaires ou fermentaires et enfin les arômes tertiaires ou de 
vieillissement.  
Les constituants variétaux sont caractéristiques d’un cépage ou d’une famille de cépage. 
Ils donnent la typicité au vin. Ces arômes peuvent être présents dans le fruit à l’état odorant et 
participent alors à la palette aromatique du vin sans transformation préalable. Ils peuvent 
également être présents sous forme inodore appelée «précurseur d’arômes ». Le pouvoir 
odorant de ces précurseurs sera révélé au cours de l’élaboration du vin. On pourra citer les 
méthoxypyrazines aux arômes végétaux dans les raisins de Cabernet Sauvignon, les thiols 
variétaux aux arômes d’agrumes dans les raisins de Sauvignon blanc ou de Colombard, ou 
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enfin les composés terpéniques et norisoprénoïdes que l’on trouve dans les  variétés 
muscatées aux arômes de fruits tropicaux. 
Les arômes secondaires ou fermentaires sont produits par le métabolisme des micro-
organismes (levure, bactéries) responsables des fermentations alcoolique et malolactique.  
Certains de ces arômes sont communs à tous les vins (Vianna et Ebeler, 2001, Liu, 2002). 
D’autres résultent de la libération des précurseurs d’arômes variétaux par voie enzymatique et 
sont plus typiques. Il peut s’agir d’esters comme par exemple l’acétate d’isoamyle à l’odeur 
de banane ou de fraise. 
Les arômes de vieillissement ou arômes tertiaires sont générés lors de l’élevage du vin et 
de son évolution en bouteille. Ils proviennent de la transformation par voie chimique 
(hydrolyse acide due au pH du vin, réactions d’addition, …) et biochimique (voies 
enzymatiques), de composés odorants ou de précurseurs variétaux (polyphénols,…) déjà 
présents dans le vin jeune.  
 
2.2. Les défauts organoleptiques du vin 
Le développement des arômes n’apporte pas toujours une amélioration au vin et peut 
même être néfaste. De plus, la perception des arômes est relative à chaque individu, selon ses 
habitudes et goûts. Ainsi, des déviations organoleptiques et olfactives sérieuses ont été 
répertoriées et classées selon leurs origines (Flanzy, 1998). Nous allons ici citer quelques un 
des défauts considérés classiques, ou bien qui ont une relation directe avec les odeurs 
phénolées dans les vins. 
La première classe d’arômes néfastes contient les défauts apportés par le raisin qui sont 
dus aux altérations subies par le fruit ou la variété de cépage. Ces altérations peuvent être le 
résultat du développement d’agents pathogènes sur le raisin ou à l’intérieur des baies. Ces 
attaques parasitaires ont pour conséquence une chute des rendements fermentaires et une 
modification profonde de la composition des raisins (Bayonove, 1989). Ceci aura un effet 
direct sur la diminution plus ou moins importante de la qualité des vins obtenus. Alors des 
goûts iodés, phéniques et camphrés apparaissent lors de la perte du caractère fruité et de la 
typicité des arômes de la fermentation (Barrère et Dumartin, 1981, Cordonnier, 1987). 
D’autre part, la trituration des tissus végétaux (rafles, feuilles,…) par écrasement ou broyage 
en présence d’air induit la formation de molécules linéaires d’aldéhydes (hexanals et 
hexènals) et de leurs alcools correspondants. Ces molécules sont associées aux arômes du 
type herbacé. Le foulage pouvant apporter aussi une quantité non désirée en acides gras. 
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 A ces arômes, viennent s’ajouter les défauts prononcés de goudron, ou de carburant du 
matériel de récolte. 
Ensuite, apparaissent les anomalies liées aux substances élaborées pendant les processus 
fermentaires. En effet, au cours de leur métabolisme, les levures ont la capacité d’utiliser les 
sulfates, les thiosulfates, les sulfites, les acides aminés soufrés mais aussi le soufre 
élémentaire (Bidan et Collon, 1985). Il en résulte l’apparition d’hydrogène sulfuré 
principalement et d’autres composés chimiques soufrés. Ils sont à la base des odeurs dites 
d’œuf pourri. Il existe une autre flaveur très particulière classée dans la série animale qui 
rappelle l’«odeur d’urine des souris ». Dans les vins, ce défaut est dû à l’action de la levure de 
contamination Brettanomyces ainsi que les lactobacilles qui ont la faculté de synthétiser des 
tétrahydropyridines, molécules responsables de ces odeurs (Heresztyn, 1986). 
Enfin les altérations survenant pendant l’élevage ou la conservation du vin peuvent être le 
résultat d’action de microorganismes de contamination, de réactions chimiques, ou bien de 
phénomènes physiques. En effet, l’acidité volatile peut augmenter remarquablement à cause 
de l’action des bactéries acétiques ou lactiques, ou bien des levures de contamination. Cet 
effet s’accompagne d’une augmentation de l’acidité des vins d’une part, et de la perte du 
bouquet et de la rondeur d’autre part, ce qui rend le vin plat. Pourtant, les microorganismes ne 
sont pas seulement responsables de cette piqûre, mais peuvent aussi grâce à leur métabolisme 
dégrader des composés organoleptiquement agréables, tel que les esters, et en former des 
néfastes. D’autre part, l’oxydation des polyphénols diminue d’une façon significative la 
concentration de ces molécules antioxydantes, ce qui augmente le risque d’oxydation des 
composés aromatiques du vin. Ainsi, la mauvaise conservation du vin peut le rendre sujet à 
des défauts organoleptiques divers (goût de bouchon, goût minéral, goût plastique…). 
Parmi tous ces défauts organoleptiques, les odeurs phénolées constituent un souci sérieux 
pour le milieu œnologique. 
 
3. Les odeurs phénolés 
Les phénols volatils sont des substances naturellement présentes dans la composition des 
vins, pourtant  les moûts en contiennent seulement des traces (Chaudray et al., 1968 , Dubois 
et Dekimpe, 1982 , Baumes et Cordonnier, 1986 , Chatonnet et Boidron, 1988). L’acceptation 
des goûts induits par ces molécules dans les vins dépend essentiellement de leur 
concentration, et leur présence dans un vin est considérée par quelques amateurs comme l’une 
de ses caractéristiques (Grando et al., 1993, Bertrand et Blaise, 1998).  
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Toutefois, une grande concentration de ces phénols est considérée communément 
négative vis-à-vis de la qualité organoleptique attendue (Thurston et Tubb, 1981, Mc 
Murrough et al., 1996).  
Les odeurs phénolées déplaisantes, appelées encore « Pof : Phenolic off flavors », peuvent 
apparaître dans les vins aux différentes étapes d’élevage et/ou de conservation. Cette 
altération a lieu en général durant l’élevage plutôt que dans les bouteilles, mais on ne peut pas 
nier sa présence pendant l’étape fermentaire (Chatonnet et al., 1995, Chatonnet et al., 1997, 
Shinohara et al., 2000). Les composés volatils principaux responsables de ces arômes sont les 
vinylphénols et les éthylphénols (Gerbaux et al., 2000). Les vinylphénols regroupent le 4-
vinylphénol et le 4-vinylguaiacol, et les éthylphénols regroupent le 4-éthylphénol et le 4-
éthylguaiacol (Chatonnet et al., 1992). 
Ainsi, on peut discerner deux types d’odeurs dites phénolées : les odeurs médicinales qui 
sont fréquemment présentes dès le stade de la fermentation alcoolique et celles de cheval qui 
peuvent apparaître lors de la fermentation des moûts, mais qui s’accentuent pendant les étapes 
post fermentaires de l’élaboration des vins (Shinohara et al., 2000, Renouf et al., 2006). En 
général, les 4-vinylphénols sont responsables des odeurs dites médicinales dans les vins 
blancs, et les 4-éthylphénols sont responsables des odeurs d’écurie et de sueur de cheval dans 
les vins rouges. Le 4-vinylguaiacol et le 4-éthylguaiacol n’ont pas un effet aussi déplaisant et 
ils sont respectivement associés à des senteurs d’œillet et de poivre pour le premier et de 
fumé épicé pour le second (Chatonnet et al., 1992, Chatonnet et al., 1993). 
                                                   
Tableau I. 1. Les phénols volatils du vin 
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Depuis la mise en évidence de ces molécules, les études se sont multipliées afin de 
comprendre leurs origines car si les odeurs des vinylphénols sont acceptables jusqu’à des 
concentrations élevées, celles des éthyls sont inadmissibles même à des concentrations très 
faibles (Martorell et al., 2002, Mejias et al., 2003).  
3.1. Origine de ces composés 
Le mécanisme de formation des vinylphénols dans la bière est bien connue (Steinke et 
Paulson, 1964, Dadic et al., 1971, Albagnac, 1975). Ces composés sont le résultat de la 
décarboxylation enzymatique des acides hydroxycinnamiques du malt par certaines levures 
durant la fermentation alcoolique (Goodey et Tubb, 1981, Steward, 1983). Cette constatation 
a été extrapolée puis démontrée dans les vins (Riberau-Gayon, 1964, Boidron et al., 1988).  
En effet, l’origine précise des éthylphénols dans les vins a été longtemps discutée, surtout que 
dans le temps, de nombreux professionnels reliaient faussement ces odeurs au terroir. Depuis 
leur identification, plusieurs théories ont essayé d’expliquer leur apparition (Dubois et Brule, 
1970, Chatonnet et al., 1992, Gerbaux et al., 2000).  
Plusieurs auteurs ont associé la formation des éthylphénols aux bactéries et ont proposé 
qu’ils soient formés durant et après la fermentation malolactique par certaines bactéries 
lactiques (Dubois et Dekympe, 1982, Dubois, 1983, Baumes et Cordonnier, 1986). Whitting 
et Carr (1959) ont montré que les bactéries Lactobacillus pastorianus var quinicus sont 
capables de décarboxyler les acides cinnamiques en vinylphénols correspondants, et de les 
réduire ensuite en éthylphénols. Cette transformation expliquerait selon ces auteurs 
l’abondance des vinylphénols dans les vins blancs et la prépondérance des dérivés éthyl dans 
les vins rouges.  
Par contre, cette interprétation n’a pas été satisfaisante pour d’autres chercheurs, 
notamment pour Di Stefano (1985), qui a clairement montré que l’accumulation des 
éthylphénols dans les vins rouges est indépendante de la fermentation malolactique et que les 
vins rouges sont naturellement riches en phénols volatils (Dubois et al., 1971 ; Schreier et al., 
1980 ; Baumes et Cordonnier, 1986). Etievant en 1989 a défendu l’hypothèse d’une 
augmentation de la quantité d’éthylphénols durant la maturation des vins dans des bouteilles 
due au Lactobacilli.  
Encore aujourd’hui, l’origine des éthylphénols dans les vins n’est pas formellement 
établie. Pourtant, il est admis que les éthylphénols proviennent de la réduction des 
vinylphénols formés à partir d’acides phénoliques.  
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En effet, de nombreux microorganismes ont la faculté d’effectuer la première partie de la 
transformation, donc de décarboxyler les acides phénoliques en des phénols volatils 
vinyliques, notamment les levures Saccharomyces cerevisiae, les champignons et des 
bactéries lactiques. Par contre, la transformation des phénols volatils vinyliques, qui implique 
le travail d’une réductase, ne peut être effectuée que par quelques microorganismes 
(Shinohara et al., 2000). Ont été cités : Dekkera bruxellensis (Chatonnet et al., 1995, 1997), 
D. anomala (Edlin et al., 1995), Pichia guilliermondii (Dias et al., 2003), Candida versatilis, 
C. halophila et C. mannitofaciens (Suezawa, 1995).   
D’après ses études, Chatonnet montre que la plus grande quantité d’éthylphénol produite 
dans les vins est reliée à la population de Brettanomyces présente. Les bactéries lactiques sont 
considérées comme des faibles productrices dans les conditions œnologiques (Chatonnet et 
al. 1992, Chatonnet et al., 1995, Chatonnet et al., 1997). L’espèce Pichia guillerrmondii a 
une production non négligeable de 4-éthylphénol, mais cette espèce ne se trouve pas dans les 
vins, seulement sur les grappes. Depuis, il est communément admis que ce sont les levures 
Brettanomyces qui sont principalement responsables de l’apparition des éthylphénols dans les 
vins (Chatonnet et Dubourdieu, 1999, Dias et al., 2003).  
 
4. La levure Brettanomyces  
Ce fut Clausen en 1905 qui signala pour la première fois la présence dans les moûts de 
brasserie d’une levure baptisée « Levure Britannique » et qui donnait à la bière un caractère 
vinique. Brettanomyces et sa forme sporulante Dekkera sont décrites dans la littérature 
comme étant des microorganismes qui existent dans plusieurs produits fermentés tel que le 
vin, le cidre, la bière … (Martens et al., 1997, Silva et al., 2004, Morrissey et al., 2004). 
De nos jours, et en particulier dans le contexte œnologique, Brettanomyces est 
responsable de pertes économiques importantes (Fugelsang, 1998). Les problèmes causés par 
cette levure dans les vins sont principalement d’ordre organoleptique, sans oublier que cette 
levure peut présenter d’autres dangers lors de la conduite des fermentations. Outre le goût 
acide que cette levure donne au vin à cause d’une production non souhaitée d’acide acétique, 
les odeurs qui lui sont attribuées sont très variées : animale, écurie, sueur de cheval, cuir, 
pharmaceutique, encre, gouache, caoutchouc brûlé, plastique…  
Il semble en effet que cette levure soit capable de produire au moins 10 composés 
aromatiques différents qui aboutissent à la destruction des caractères fruités (Licker et al., 
1997).  
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4.1. Présence et propagation 
Des études mettent en évidence la présence de Brettanomyces sur les grappes de raisin 
(Pretorius, 2000, Barbin, 2006). Son développement est par contre rarement signalé pendant 
la fermentation alcoolique des moûts (Wright et Parle, 1973, Froudière et Larue, 1988, 
Chatonnet et al. 1995, Aroujo et al., 1998). La levure Saccharomyces cerevisiae demeure 
ainsi l’espèce prédominante lors de la vinification, alors que la levure Brettanomyces reste 
prédominante en fin de la fermentation alcoolique (Renouf et al., 2006).   
La levure Brettanomyces peut être présente dans les caves (Peynaud et Domercq, 1956). 
Pourtant, personne n’a encore apporté à ce jour la preuve formelle génétiquement que les 
Brettanomyces dépistés sur les murs, sols, ou équipements sont les mêmes retrouvées comme 
agents de contamination de la boisson. Mais il est communément admis que les pompes et 
circuits difficilement stérilisables parmi le matériel utilisé lors de l’élaboration du vin sont des 
endroits idéaux pour l’enfouissement des levures de contamination (Fugelsang, 1998). 
La levure Brettanomyces peut également et surtout contaminer les vins lors de l’élevage 
ou bien même en bouteille (Froudière et Larue, 1988, Larue et al., 1991). Les barriques en 
bois constituent spécialement un foyer idéal pour le développement de Brettanomyces 
(Chatonnet, 2000, Renouf et Lonvaud-Funel, 2005). A cause de la difficulté du nettoyage des 
barriques d’une part et à cause de l’activité enzymatique de la β-glucosidase chez ces levures 
qui lui permet de métaboliser les sucres du bois (cellobiose et disaccharides) d’autre part, la 
contamination apportée lors de l’élevage du vin en barrique est difficilement contrôlable 
(Fulgelsang, 1998, Chatonnet et al., 1992 a).  
Les types de vins qui peuvent être contaminés sont multiples et variés. La niche 
écologique de cette levure demeure encore confuse et l’origine exacte des contaminations est 
toujours inconnue (Barbin, 2006). 
 
4.2. Une levure redoutable 
A l’heure actuelle, il est difficile d’évaluer le risque de contamination d’un vin par la 
levure Brettanomyces (Chatonnet et al., 1995). Ce microorganisme possède un comportement 
hors du commun, et les études menées jusqu’alors n’ont pas percé entièrement son secret 
métabolique, ce qui rend difficile la prévision de son développement ou non. De façon 
générale, ces levures sont considérées comme redoutables par les œnologues en raison de leur 
grande capacité de survie et d’adaptation (Blondin et al., 1984).  
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Ainsi, il n’est pas toujours facile de les reconnaître par observation microscopique, à 
cause du changement morphologique dont elles sont capables en fonction des conditions du 
milieu de culture ou de l’état physiologique dans lequel elles se trouvent (Aguilar-Uscanga et 
al., 2000, Barbin, 2006).  
Les Brettanomyces peuvent avoir diverses formes ovales ou ogives d’une taille de (2-
4)x(4-10) microns. Elles peuvent également être arrondies ou par contre très allongées. Elles 
peuvent aussi former des chaînes courtes de 3 à 5 cellules et avoir l’apparence d’un 
pseudomycelium. Elles forment un dépôt dans les vins, et après dix jours de croissance, 
créent un voile très fin.  Ces cellules se multiplient par bourgeonnement multipolaire (Van der 
Walt, 1970 ; Shung-Chang et al., 1985). En conditions de stress, les Brettanomyces 
deviennent très petites (<0,45μm). Sous cette forme, elles sont considérées comme viables 
mais non cultivables (VNC), c'est-à-dire incapables de se développer dans un milieu autre 
qu’un milieu  spécifique d’enrichissement (Millet et Lonvaud, 2000).  
 
4.3. Des besoins modestes,  une levure d’adaptation 
En général, les levures Brettanomyces, comme toutes les levures peuvent croître dans un 
milieu liquide simple contenant une source de carbone, une source d’azote, ainsi que 
différents minéraux présents en trace et des vitamines. Le vrai danger de Brettanomyces est 
essentiellement dû à ses besoins nutritifs très simples d’une part, et à sa grande faculté 
d’adaptation d’autre part. Elles supportent une quantité élevée d’éthanol (13% v/v), ce qui les 
rend assez résistantes (Froudière et Larue, 1988). Ces levures demandent un apport 
nutritionnel plus faible que celui de Saccharomyces.  
Elles peuvent fermenter le glucose, le saccharose, le maltose, le tréhalose, le cellobiose et 
le lactose (Van der Walt, 1970 ; Smith et Van Grinsven, 1984). Une première faculté 
métabolique alarmante réside dans leur aptitude à se développer et à croître sur une toute 
petite quantité de sucres résiduels, de l’ordre de 300 mg/L, inférieure à celle présente dans 
une bouteille de vin rouge (Chatonnet et al., 1995). Ces levures sont considérées comme des 
levures productrices d’alcool puisque ce dernier peut atteindre 13% (v/v) dans des 
fermentations aérées (Peynaud et Domercq, 1956). Le genre Brettanomyces est également 
connu pour être Crabtree positif (Gilis et al., 1999), c'est-à-dire que, en conditions 
d’aérobiose, lorsque le substrat carboné est le glucose, on assiste à une bascule du mode 
respiratoire au mode fermentaire alcoolique à partir d’une certaine concentration en sucre. 
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Le meilleur rendement fermentaire alcoolique et acétique est obtenu en présence 
d’oxygène. Ce phénomène est appelé effet « Custer » ou « Pasteur négatif ». Le métabolisme 
de ces levures subit une perturbation dans la balance oxydo-réductrice lors de la glycolyse, ce 
qui accumule le NADH2+ qui ne peut plus s’oxyder à cause de l’absence de la voie de 
synthèse du glycérol. Cet effet est essentiellement accompagné d’une production d’acide 
acétique dans les vins (Ciani et Ferraro, 1997, Freer, 2002). La faculté d’acidification chez 
ces microorganismes est due au blocage de la chaîne oxydative de l’acétaldéhyde, à cause 
d’une insuffisance de l’activité enzymatique acetyl-CoA synthétase nécessaire pour la 
conversion de l’acétate en acetyl-CoA (Geros et al., 2000b).    
Une oxygénation adéquate (43 mg O2/Lh) ou un apport d’un accepteur de proton qui 
permet l’oxydation du NADH2+ entraîne une vitesse de croissance supérieure de ces 
microorganismes, ainsi qu’une plus grande production d’acide acétique et d’éthanol (Ciani 
and Ferraro, 1997). Par contre, un apport supérieur en oxygène mènera à une production plus 
grande en acide acétique (activité de l’alcool déshydrogénase), ce qui arrête la fermentation et 
tue les cellules. Selon Ciani et Ferraro (1997), la synthèse de l’acide acétique est plus 
importante en fin de culture et elle coïncide avec la disparition du fructose puis s’accompagne 
de la consommation d’éthanol. Alors les levures Brettanomyces peuvent croître sur l’éthanol 
comme unique source de carbone quand les sucres sont épuisés, mais il leur faudra d’abord 
transformer l’éthanol en acétate (Rodrigues et al., 2001b). Ces levures peuvent aussi utiliser 
l’acide acétique comme seule source carbonée jusqu’à 3% v/v pour des valeurs de pH entre 3 
à 6 (Geros et al., 2000b).  
L’extrait de levure semble avoir un effet positif sur la croissance des Brettanomyces 
bruxellensis. Toutefois, ces levures ont une sensitivité particulière vis-à-vis du sulfate 
d’ammonium. Lorsque ce dernier est présent à des concentrations supérieures à 2 g/L, il 
diminue notablement leur vitesse croissance. (Aguilar-uscanga et al., 2000).  
 
4.4. Les défauts olfactifs des vins dus à la présence des Brettanomyces  
Outre l’action hydrolysante de Brettanomyces sur les esters du vin, il existe 
principalement trois produits liés à la présence de ces levures qui peuvent influencer les 
arômes des vins. Ces produits sont l’acide acétique, les tetrahydropyridines et les phénols 
volatils (Heresztyn, 1986, Ciani et Ferraro, 1997). Chacun de ces produits cause des 
changements indésirables dans l’arôme du vin. Et comme ces substances sont présentes 
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ensembles et sont typiques d’une contamination par les Brettanomyces, ils peuvent créer un 
complexe aromatique néfaste à la qualité organoleptique du vin. 
 
Les esters forment une partie importante des arômes des vins, et sont responsables en 
partie du caractère fruité. La plupart de ces esters sont produits durant la fermentation 
alcoolique par les levures Saccharomyces, et sont perdus lentement à cause des phénomènes 
d’hydrolyse lors de la maturation. Les Brettanomyces peuvent accélérer la perte du caractère 
fruité dans les vins car elles produisent des estérases qui peuvent dégrader d’importants esters 
à odeur fruité (Spaepen et Verachtert, 1982). Ces levures, ainsi que d’autres microorganismes 
tels que des bactéries, peuvent aussi former de l’ester isovalérique, isobutyrique, du 2-méthyl-
butyrique, et d’autres esters du même genre, qui influencent nettement les arômes des vins. 
 
Brettanomyces est responsable aussi de la formation de nombreux acides organiques 
affectant la qualité finale des vins. Parmi ces acides on peut avoir les acides isobutyriques et 
isovalérique, ou bien les acides gras à courte chaîne (octa- ou nona-) (Van Wyck, 1973, 
Licker et al., 1997, Henick-Kling et al., 2000). Néanmoins, le plus important de ces acides 
reste l’acide acétique. La formation de ce dernier a été expliquée dans le paragraphe 
précédent, pourtant il est intéressant de noter que dans les mêmes conditions, différentes 
souches de Brettanomyces produisent des quantités différentes d’acide acétique (Freer, 2002). 
Cet acide peut mener à la formation de l’éthylacétate qui forme une note aromatique 
rappelant les dissolvants de vernis.  
 
Les tétrahydropyridines substitués sont à la base des odeurs d’urines de souris (Grbin et 
Henscke, 2000). Les molécules responsables de ces odeurs sont la 2-éthyl-3,4,5,6-
tétrahydropyridine et la 2-acétyl-3,4,5,6-tétrahydropyridine, auxquels s’ajoutent également 
l’éthyltétrahydropyridine et le 2-acétyl-1-pyrroline (Herderich et al., 1995). Brettanomyces 
peut produire à partir de la lysine, acide aminé naturellement présent dans le vin, suite à une 
condensation avec l’éthanol, ces composés dont les odeurs sont difficilement oubliables 
(Grbin et al., 1999).  
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2-Alkyl 3,4,5,6-tétrahydropyridine
2-éthyl 3,4,5,6-tétrahydropyridine
2-acétyl 3,4,5,6-tétrahydropyridine
-CH2CH3
-CO(CH3)
R
CH2
CCH2
CH2
CH2
N R
 
Figure I. 2. Les tétrahydropyridines responsables de l’odeur de souris dans le vin. 
 
Enfin, même si certains consommateurs les apprécient  (Gerbaux et al., 2000), les odeurs 
phénolées dues essentiellement à la production d’éthylphénols, constituent la dernière 
catégorie de défauts olfactifs produits par Brettanomyces.  
 
5. Biosynthèse d’éthylphénols par Brettanomyces sp. : deux enzymes clés  
L’étude des mécanismes de la biosynthèse des éthylphénols par Brettanomyces/Dekkera 
montre une activité séquentielle de deux enzymes. La première est une cinnamate 
décarboxylase qui assure la décarboxylation des acides cinnamiques en vinylphénols.  La 
seconde est une vinylphénol réductase qui catalyse la réduction des vinylphénols en 
éthylphénols (Strinke et Paulson, 1964, Chatonnet et al., 1992). 
La cinnamate décarboxylase est une enzyme cytoplasmique constitutive chez les levures 
et membranaire inductible chez les bactéries (Edlin et al., 1998). Bien que présente chez 
Brettanomyces et Saccharomyces, elle s’exprime différemment : elle est inhibée chez les 
levures Sacharomyces par les composés polyphénoliques oligomériques du vin rouge et 
activée par les procyanidins chez Brettanomyces (Chatonnet et al., 1992a).  
La seconde enzyme, vinylphénol réductase, est NADH dépendante. Une hypothèse émise 
par Tchobanov (2007) propose que cette  enzyme qui assure la régénération du NAD+ 
permette l’enlèvement de l’inhibition de la fermentation alcoolique expliquée par l’effet 
Custer.  
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Figure I. 3. Bioconversion des acides hydroxycinnamiques chez Brettanomyces sp. 
 
La vitesse de production du 4-vinylphénol et du 4-éthylphénol est améliorée en 
augmentant la température de 16oC à 30oC, le rendement restant le même (Dias et al., 2003). 
Les températures optimales de travail pour les deux enzymes sont de 40oC. Aux températures 
supérieures à 50oC ou inférieures à 10oC, l’activité des deux enzymes commence à diminuer 
significativement (Tchobanov, 2007).  
 
Afin de mieux comprendre et mieux maîtriser cette bioconversion, nous allons nous 
intéresser dans ce qui suit à la biochimie enzymatique de la transformation de l’acide p-
coumarique en 4-éthylphénol. 
 
5.1. Substrat, intermédiaire et produit 
5.1.1. Généralités sur les composés phénoliques 
Toutes les étapes d’élaboration font du vin une solution de composition chimique 
complexe. Cette complexité va lui conférer tout son potentiel et sa spécificité. Les composés 
phénoliques spécialement ont une influence importante sur la qualité finale du vin. Ils 
regroupent une grande famille de composés chimiques. Ils sont caractérisés par un ou 
plusieurs noyaux benzéniques portant un ou plusieurs groupements hydroxyles. Cette 
structure de base peut devenir plus complexe pour inclure des dérivés de type ester ou 
glucosides (Valentao et al., 2007). Le tableau 2 résume les principales familles et sous 
familles de ces composés. 
Synthèse Bibliographique 
 24
 
Tableau I. 2. Les composés phénoliques des vins 
Famille Flavonoïdes Non-flavonoïdes 
Origine Pellicules, pépins et rafles Pulpe 
Acides phénoliques Sous-familles Flavonols Anthocyanes Tanins 
Benzoïques Cinnamiques 
Stilbènes 
 
 
Les composés phénoliques jouent un rôle majeur dans l’évolution du vin, et ils le 
protègent contre l’oxydation grâce à leurs fonctions antiradicalaires (Zafrilla et al., 2003, 
Soleas et al.,1997). Leur réactivité est due à la fois à la présence de la fonction phénolique qui 
présente un caractère acide suite à la mobilité de l’hydrogène de la fonction hydroxyle et au 
noyau benzénique.  
En effet, le système de liaisons π du cycle benzénique se recouvre avec une orbitale p 
occupée sur l’atome d’oxygène. Ceci induit une délocalisation des électrons π, donnant aux 
phénols une structure énolique (Seyhane, 1994). Généralement, les énols sont instables et se 
tautomérisent facilement en leur cétone correspondante. Par contre, les composés phénoliques 
préfèrent la forme énolique à cause du caractère aromatique du cycle benzénique. Cette 
stabilité augmentera avec les différentes substitutions sur la structure de base (Francis, 1992; 
Baublis et al., 1994).  
Partout dans le monde, des études se font pour comprendre et maîtriser les effets 
bénéfiques de ces polyphénols, pour la santé d’une part et dans la protection des fruits et des 
aliments d’autre part (Norrie, 2003, Bobak et marmot, 2003, Aviram et Fuhrman, 2003). Dans 
le vin, ils jouent le rôle de protecteurs et apportent au vin une majeure partie de ses 
caractéristiques visuelles et organoleptiques (Piljac et al., 2005).  
 
5.1.2. L’acide p-coumarique 
L’acide p-coumarique est un acide hydroxycinnamique faisant partie des composés non 
flavonoïdes existant dans le raisin. Il se trouve naturellement estérifié avec une fonction de 
l’acide tartrique sous forme d’acide coumaroyltartrique (Ribéreau-Gayon, 1998). Il peut être 
aussi un hétéroside du glucose tel que l’acide 7-O-β-Dglucosyl-p-coumarique, ou bien 
simplement sous sa forme libre (Tableau 3). Il est libéré grâce à l’activité des estérases dans 
les moûts et les vins. 
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Dans le moût de raisin, l’acide p-coumarique peut atteindre 60 mg/L (Chatonnet et al. 
1997) mais ne dépasse pas les 15 mg/L dans le vin Fini (Goldberg et al., 1998, Budic-Leto et 
Lovric, 2002, Avar et al., 2007). Enfin, il est bon de savoir qu’une concentration importante 
de cet acide peut avoir un effet sur la couleur des vins (Bloomfield et al., 2003). 
L’acide p-coumarique est impliqué dans plusieurs réactions biochimiques des moûts et des 
vins. Il a une action directe sur l’effet de la pourriture noble ou grise, causée par une 
surmaturation des baies par action du champignon Botrytis. Et si ces baies rôties sont 
recherchés dans la vinification de certains vins blancs liquoreux, elles sont plutôt rejetées lors 
de la vinification en rouge à cause de l’action de la laccase, enzyme qui dégrade les 
polyphénols (Dubernet et al., 1977). La production de cette enzyme par Botrytis cinerea est 
sous la dépendance de la composition du milieu, en particulier de la présence d’inducteurs 
dont le plus efficace est l’acide p-coumarique (Mayer, 1987). On retiendra également que cet 
acide est un substrat crucial pour les enzymes qui génèrent le resveratrol (Goldberg et al., 
1998), et que dans le raisin et le moût, l’acide p-coumarique est un précurseur de 
polyphénols, notamment des flavonoïdes, flavones et flavonols (Hrazdina et al., 1984).  
 
5.1.3. Le 4-vinylphénol et le 4-éthylphénol 
Les vinylphénols sont des hydroxystyrènes formés à partir de la décarboxylation des 
acides hydroxycinnamiques. Leur concentration se trouve entre 70 et 1150 μg/L dans les vins 
(Rapp et Versini, 1996).   
Tableau I. 3. Formes de l’acide p-coumarique dans le vin 
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Le 4-vinylphénol est le précurseur du 4-éthylphénol suite à sa réduction. Fulcrand et al. 
(1996) proposent la formation de dérivés malvidiniques à partir du 4-vinylphénol. En général, 
le 4-vinylphénol est utilisé dans les industries de parfumeries. Il est aussi un monomère dans 
l’industrie du plastique. 
Le 4-éthylphénol est le produit final de la bioconversion de l’acide p-coumarique. Sa 
quantité dans le vin peut varier de quelques microgrammes par litre à quelques milligrames 
(Chatonnet et al., 1990). Le seuil de perception du 4-éthylphénol est de 400-500 μg/L, s’il est 
présent avec du 4-éthylguaiacol en proportion (10 :1). Seul dans le milieu, le seuil de 
perception du 4-éthylphénol devient plus élevé avec une valeur de 620 μg/L (Chatonnet et al., 
1990 et 1992 a). Selon Valentao et al. (2007), des analyses avant et après réfrigération 
montrent que cette dernière peut entraîner une augmentation de la concentration des 
éthylphénols dans les échantillons de vin. Par contre, les odeurs des éthylphénols sont stables 
pour des pH allant de 2 à 10,5. Cela montre que ces substances agissent comme des acides 
faibles (Chatonnet et al., 1992).  
 
6. Facteurs influençant la production de 4-vinylphénols et de 4-éthylphénols dans les 
vins 
La concentration des phénols volatils peut varier d’une façon très significative d’un vin à 
l’autre. Le rendement de la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol varie 
selon les études de 1% à 92%. En effet, on ne retrouve quasi jamais, chez les différents 
auteurs, une conversion totale de l’acide p-coumarique présent en 4-éthylphénol. Les 
explications avancées ne sont souvent que des hypothèses. Ainsi, une des explications 
pourrait être que la quantité de l’acide qui sort du bilan matière aurait été convertie à 
l’intérieur du cytoplasme par d’autres voies métaboliques que celle de la formation du 4-
éthylphénol, comme celle de l’acide shikimique et de ses dérivés phénylpropanoidiques, ou 
celle du stilbène, ou encore de la phénylalanine et de ses dérivés flavonoides (Goldberg et al., 
1998, Medawar, 2003).  
Mais s’il est communément admis que la contamination des vins par les levures 
Brettanomyces  est à l’origine de la quasi-totalité des éthylphénols produits, les facteurs 
physico-chimiques, biologiques ou métaboliques qui affectent cette formation ne sont pas 
clairement établies (Dias et al., 2003). En plus, jusqu’à ce jour, l’utilité métabolique de cette 
bioconversion chez la levure reste un mystère. 
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 Dans l’étude bibliographique qui suit, nous avons divisé les facteurs ayant un effet 
important sur la production de 4-éthylphénol en deux groupes distincts. Le premier groupe 
rassemble tout les facteurs physico-chimiques ayant un effet direct sur la concentration de 
l’acide p-coumarique d’une part, et les phénols volatils d’autre part. Le second groupe 
englobe les facteurs biochimiques affectant la cinétique de la bioconversion.  
 
6.1. Facteurs physico-chimiques  
6.1.1. Le type de cépage, la maturité du raisin. 
Plus la concentration en précurseur phénolique est grande, plus la quantité de phénols 
volatils formée est élevée (Shinohara et al., 2000). Ainsi, Brettanomyces peut produire le 4-
éthylphénol à partir du 4-vinylphénol initialement présent dans les vins (action de 
Saccharomyces et différents microorganismes), en addition au 4-éthylphénol provenant des 
deux étapes de la bioconversion à partir de l’acide p-coumarique initial dans les vins (Dias et 
al., 2003). 
La levure Saccharomyces peut théoriquement produire du 4-vinylphénol à partir de 
l’acide p-coumarique. Cependant, les souches commercialisées sont vendues comme très peu 
ou pas productrices de ce composé. La disponibilité de l’acide p-coumarique est donc 
essentielle pour la production significative du 4-éthylphénol. Or, la quantité de cet acide 
dépend directement du type de cépage choisi. En effet, la concentration initiale de l’acide p-
coumarique dans les vins peut aller de quelques traces à 15 mg/L selon les cépages (Ho et al., 
1999, Avar et al., 2007). D’après Pollnitz et al. (2000), les vins de cépage pinot noir sont les 
vins qui contiennent le moins d’acide p-coumarique, alors que les vins commerciaux issus de 
cabernet sauvignon ou de merlot sont les plus riches en cet acide. Aussi, la quantité de 4-
éthylphénols formée dans les pinots est inférieure à celle formée dans d’autres types de 
cépages (Pollnitz et al., 2000). Ceci semble montrer une relation entre concentration des 
précurseurs et quantité des produits.  D’autre part, comme pour tous les acides cinnamiques, 
les vins blancs contiennent une concentration en acide p-coumarique inférieure de 5 à 25 % à 
celle des vins rouges, probablement par absence de l’étape de macération (Goldberg et al., 
1998).  
 
Un autre facteur affectant la quantité initiale d’acide p-coumarique dans un vin est la 
maturité du raisin. La maturité peut être considérée comme le compromis entre la teneur en 
sucres, l’acidité totale et les potentiels aromatiques ou phénoliques (Asselin et al., 1987). 
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Ainsi, la composition phénolique du vin est en partie la résultante de la décision de la date de 
récolte (Falcetti et Asselin, 1996).  
 
6.1.2. Le procédé de vinification 
La variation de la concentration de 4-éthylphénols entre deux vins rouges est due en partie 
au procédé de vinification (Ducruet et al., 1983). Une constatation montre que pour un vin 
élaboré à partir d’un même cépage et ayant subi le même procédé de vinification, la 
macération carbonique a une influence directe sur la quantité de 4-éthylphénol qui va 
apparaître dans les vins (Ducruet et al., 1983, Etievant et al., 1989).  
La macération, étape primordiale pour les vins rouges, accompagne le début de la 
fermentation alcoolique. La préoccupation majeure lors de la macération est l’extraction dans 
le moût des constituants nobles des pellicules (composés phénoliques et arômes) (Budic-Leto 
et al., 2003). En effet, le moût à la fois solvant et fluide d’extraction, favorise son 
enrichissement en composants chimiques, suite à la différence de concentration avec le marc.  
Parmis d’autre, la macération carbonique se passe avant la fermentation alcoolique et 
permet aux enzymes du raisin dans un métabolisme anaérobie et sous une atmosphère saturée 
en CO2, la production d’une faible quantité d’éthanol. Cette macération favorise une 
extraction importante des composés phénoliques du moût, spécialement l’acide p-coumarique 
(Goldsworthy, 1993, Heatherbell et al., 1997a). Les facteurs physico chimiques tel que 
l’agitation, les remontages, la température, la concentration en  SO2 ou bien en CO2  jouent un 
rôle assez important sur l’extraction.   
Indépendamment du type de cépage utilisé, la quantité d’acide p-coumarique dans les vins 
qui ont subit une macération carbonique est supérieure. Si cela est vrai, on peut dire que la 
plus grande concentration de 4-éthylphénol présente après la macération carbonique est due à 
la plus grande quantité d’acide p-coumarique qui survient dans le moût à cause de cette 
extraction. 
  
6.1.3. Les interactions physico-chimiques 
L’acide p-coumarique pouvant se trouver naturellement sous la forme estérifiée d’acide p-
coumarolytartrique, il est en partie perdu lors des traitements physico-chimiques pour la 
stabilisation du vin, notamment pour remédier à l’instabilité tartrique. L’acide tartrique est un 
des acides principaux des vins. Il peut se présenter soit sous forme libre, soit lié avec d’autres 
composés chimiques, notamment avec l’acide p-coumarique (Nagel et al., 1979).  
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Les sels de l’acide tartrique (surtout ceux de Ca2+ et K+) sont susceptibles de donner des 
précipitations sous formes de cristaux (Cottereau, 1993 ; Zoecklin, 1998). Cette précipitation 
augmente avec le froid (Wurdig et al., 1982).  
De même, les traitements post fermentaires lors de la clarification des vins diminuent en 
grande partie la teneur en composés phénoliques, suite à des phénomènes physico-chimiques 
(adsorption, complexation…). Toutefois, ces phénomènes débutent dès les stades 
préliminaires des étapes préfermentaires. Comme exemple, la polyvinylpolypyrrolidone 
insoluble (PVPP) parmi d’autres a été introduite commercialement en 1961 comme adsorbant 
pour assouplir les phénols de la bière et du vin (Mc Murrough et al., 1996). C’est un matériau 
de clarification qui a tendance à adsorber les monomères de polyphénols qui ont une faible 
masse moléculaire, tel que l’acide p-coumarique, à cause d’une préférence conformationnelle 
qui permet l’établissement de liaison d’hydrogène des fonctions carboxyles sur les sites du 
PVPP avec les hydrogènes de la partie phénol (Sims et al., 1995, Donovan et al., 1999). 
L’utilisation du PVPP induit en général une diminution des polyphénols totaux, des acides 
phénoliques, hydroxycinnamiques, procyanidins, catéchins, ainsi que les complexes de 
protéines et de polyphénols. L’efficacité du PVPP est longuement discutée dans la littérature 
et elle est même contradictoire (Gomez-Plaza et al., 2000). Il est également intéressant de 
mentionner que l’effet des agents de clarification n’est pas le même pour l’élimination d’un 
composé, si le matériau de traitement est ajouté en phase préfermentaire ou bien post 
fermentaire. 
 
D’autre part, il est bien connu que lors de la fermentation, les levures peuvent avoir une 
influence sur la couleur des vins (Sacchi et al., 2005). Elles diminuent nettement la 
composition des anthocyanes du milieu soit par l’adsorption de  ces derniers sur leur paroi 
(Vasserot et al., 1997) soit par l’intermédiaire de l’anthocyanin-β-D-glucosidase 
périplasmique (Delcroix et al., 1994, Sponholz, 1997). Dans la même optique, les levures 
Saccharomyces cerevisiae favorisent la formation des dérivés anthocyanin-vinyl entre le 
malvidin-3-O-glucoside et le 4-vinylphénol. Cette capacité peut être différentielle selon les 
souches (Monagas et al., 2003, Morata et al., 2005). Ce phénomène réduit notablement le 4-
vinylphénol du milieu, minimisant le risque de formation des 4-éthylphénols d’une part, et 
stabilise les pyranoanthocyanines d’autre part (Dallas et al., 1996, Morata et al., 2003). En 
effet, les dérivés du vinylphénol avec les anthocyanines sont très stables à cause de leur 
hétérocycle aromatique (Bakker et Timberlake, 1997, Vivar-Quintana et al., 2002), ce qui 
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rend l’effet du SO2 vis-à-vis de la décoloration des anthocyanines minime (Bakker et 
Timberlake, 1997).    
 
Parmi les divers types de matériaux utilisés lors de la clarification, les lies de levures ont 
un effet direct sur la composition en phénols volatils des vins. En effet, des études de 
Chassagne et al. (2005) montrent que les éthylphénols peuvent être éliminés du milieu par 
adsorption sur des lies de levures. Ces lies sont essentiellement constituées de levures 
produites et mortes, mélangés avec des sels tartriques, des bactéries et des débris de cellules. 
Elles sont utilisées dans l’élevage des vins et interviennent activement dans l’adsorption de 
ces composés phénoliques. Une interaction a lieu entre les polyphénols du vin et les protéines 
en établissant des liaisons de Van der Waals (Haslam et al., 1992 , Boulton et al., 1996, 
Kawamoto et Nakatsubo, 1997).  Mais bien que cette interaction reste limitée, elle a un effet 
prononcé sur la composition phénolique du vin (Salmon et al., 2002). Il semble donc exister 
une corrélation entre l’adsorption des polyphénols dans le vin et la présence de levures mortes 
ou vivantes (Caridi et al., 2007). Suivant les variétés de levures et en fonction du milieu, 
l’efficacité relative de l’adsorption diffère.  
6.1.4. Le type d’élevage 
Les étapes d’élevage du vin sont aussi responsables de l’enrichissement de la composition 
phénolique du vin. En effet, l’usage des futs de chêne dans l’élevage n’est pas seulement une 
tradition respectée, mais il est connu de nos jours que le bois libère dans le vin des 
constituants odorants  (Dubois et Dekimpe, 1982, Dubois, 1989, Kadim et Mannheim, 1993). 
De même, l’oxygénation ménagée permet une évolution favorable des polyphénols, tant au 
point de vue visuel que gustatif (Singleton, 1987, Vivas et Glories, 1993, Peyron et al., 1994). 
Cette qualité de maturation apportée au vin par le bois présente toutefois un certain nombre 
de difficultés et de risques.  
Di Stefano (1985) montre que l’apparition des phénols volatils est essentiellement due au 
phénomène de maturation. Et en général, un temps d’élevage moyen de 9 mois est suffisant 
pour avoir un caractère phénolé affectant l’arôme du vin. Dans les mêmes conditions, élevés 
dans des cuves d’acier inoxydables, les vins présentent des concentrations en 4-éthylphénols 
vingt à quarante fois plus faibles que ceux observés en barrique (Chatonnet et al., 1990, 
1992). 
En effet, lors de l’élevage en fut de chêne, le 4-éthylphénol et le 4-éthylguaiacol sont les 
composés principalement présents, mais ils ne sont pas directement apportés par le bois de 
chêne (Boidron et al., 1988).  
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Si la présence de ces molécule implique une contamination par la levure Brettanomyces, 
le type de barrique utilisé peut avoir un effet prononcé (Garde-Cerdan et al., 2004). D’une 
part, le bois usagé accumule progressivement des éthylphénols dans sa masse (surtout le 4-
éthylphénol) tandis qu’il se dépouille en phénols natifs et dérivés de la thermodégradation de 
la lignine (Perez-Prieto et al., 2003, Garde-Cerdan et al., 2004). D’autre part, le brûlage du 
bois entraîne la formation d’un grand nombre de composés dont plusieurs phénols volatils tel 
que le guaïacol, 4-methylguaiacol, 4-éthylguaiacol, eugénol, syringol,…  Cette composition 
dépend alors de la nature, de l’âge et de l’origine des barriques utilisées (Chatonnet et al., 
1992, Garde-Cerdan et al., 2002).  
Cependant, la quantité de vinylphénol est moins affectée par les phénomènes 
d’accumulation si le vin est âgé que la quantité d’éthylphénol (Boidron et al., 1988). On 
montre aussi que la concentration de l’acide p-coumarique dans les vins qui ont subi la 
maturation dans des barriques en bois, ainsi que les phénomènes d’extraction de l’acide p-
coumarique du bois vers le vin, restent invariables (Matejicek et al., 2005). 
 
6.1.5. Réactions chimiques et biochimiques 
Les procédés de vinification ainsi que l’élevage conduisent à des milieux en perpétuelle 
évolution. La modification des caractéristiques organoleptiques et colorimétriques des vins 
est le résultat direct de la variation de la composition phénolique (Gomez-Plaza et al., 2000). 
En effet, l'établissement des liaisons de faible ou forte énergie entre les différents composés 
phénoliques d’une part et entre les polyphénols et les autres constituants du vin d’autre part, 
joue un rôle important en œnologie (Francis, 1992, Liao et al., 1992, Baublis et al., 1994). De 
ce fait, l’acide p-coumarique peut subir une réaction de polymérisation ou d’addition 
électrophile avec d’autres composés, notamment avec le S-gluthation. De même, le 4-
vinylphénol peut subir l’addition électrophile avec l’alcool du vin pour donner des 
éthoxyéthyphénols (Dugelay et al., 1995).  
 
D’autre part, plusieurs enzymes exogènes et endogènes au raisin agissent sur l’acide p-
coumarique comme pour les autres composés phénoliques lors de la vinification. Certaines 
vont les oxyder, d'autres les hydrolyser. La principale enzyme du raisin dégradant les 
polyphénols est la polyphénoloxydase (PPO). Elle va oxyder, dans un  milieu aérobie, les 
moûts et futurs vins pour les rendre brunâtres. Ce phénomène est appelé "brunissement 
enzymatique" (Eskin, 1990, Macheix et al., 1991).  
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Ainsi, l’acide p-coumarique est un substrat important pour la polyphénol oxydase, et peut 
s’oxyder enzymatiquement tout au long de la chaîne d’élaboration, même si la PPO est 
surtout active au début de la vinification.  
Les composés phénoliques peuvent aussi s’autooxyder d’une façon non enzymatique dans 
des conditions favorables, mais ces réactions restent limitées et longues par rapport aux 
oxydations enzymatiques (Singleton, 1987,  Cheynier et Fulcrand, 1998). En solution dans un 
mélange hydroalcoolique, les acides phénols sont incolores. Ils peuvent devenir jaunes après 
oxydation. Mais bien que l’acide p-coumarique induit une teinte jaunâtre dans les vins (Giusti 
et al., 1999), ce composé ne semble pas subir un brunissement chimique (Mayer, 1987).  Et 
grâce à leur fonction antioxydante, les composés phénoliques sont connus pour inhiber le 
développement de diverses oxydations (Okuda et al., 1983, Guyot et al., 1996).  
  
Comme enzymes hydrolytiques, on peut citer les pectinases et les β-glucanases,  la 
tannase, et la cinnamate estérase, qui par l’hydrolyse de l’acide p-coumaroyltartrique du moût 
libère l’acide p-coumarique dans le vin (Dugelay et al., 1993). Il faudra noter que l’activité 
estérase peut continuer dans les vins finis, ce qui augmente la quantité d’acide p-coumarique 
libéré à partir de ses esters résiduels au cours du temps (Avar et al., 2007).  
De même, les cinnamates décarboxylases peuvent décarboxyler les acides 
hydroxycinnamiques et diminuer nettement leurs concentration, ce qui transforme l’acide p-
coumarique en 4-vinylphénol (Chatonnet et al., 1992).  
Toutes ces réactions réduisent alors la quantité initiale de l’acide p-coumarique disponible 
pour la levure.  
 
6.2. Facteurs biochimiques et métaboliques 
          Après avoir fait le tour des facteurs physico-chimiques qui peuvent influencer au cours 
du procédé de vinification les niveaux d’éthylphénols finaux, intéressons nous aux effets des 
facteurs biochimiques et métaboliques des levures. 
 
6.2.1. La souche de Brettanomyces et les enzymes 
Différentes souches de Brettanomyces peuvent produire des rendements différents en 
phénols volatils (Silva et al., 2005, Barbin 2006, Valentao et al., 2007). On pense qu’il existe 
des différences dans la spécificité et le mécanisme d’action de la cinnamate décarboxylase, ce 
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qui implique des différences entre les espèces et les souches lors de leur métabolisation des 
acides hydroxycinnamiques (Edlin et al., 1995). 
Il a été dit que l’action décarboxylase et la formation des phénols volatils est reliée à la 
tolérance des levures aux composés phénoliques qui leur sont toxiques (Baranowski et al., 
1980, Goodey et Tubb, 1981). Ainsi, la croissance de Brettanomyces pourrait être inhibée par 
la présence d’acides hydroxycinnamiques, ceci pourrait expliquer pourquoi cette levure 
transforme l’acide p-coumarique en 4-éthylphénols (Dubourdieu et al., 1989, Edlin et al., 
1995). De même, cet effet inhibiteur est variable avec la souche de Brettanomyces présente, 
ainsi que de l’acide hydroxycinnamique utilisé (Harris et al.,, 2008). Il est plus prononcé pour 
Brettanomyces anomala que pour B. bruxellensis. Ceci n’a pas été retrouvé par Dias et al. 
(2003) qui n’a noté aucun effet inhibiteur des acides hydroxycinnamiques sur les levures 
Brettanomyces, seulement  sur les Saccharomyces. 
D’autres auteurs ont montré qu’aucune corrélation n’existe entre la tolérance des levures 
aux acides phénoliques et la productivité de phénols volatils. Ils expliquent alors le pourquoi 
de cette bioconversion par la nécessité de la décarboxylation de ces phénols pour d’autres 
voies métaboliques utiles pour la croissance des levures (Shinohara et al., 2000). 
 
6.2.2. La population et la phase de croissance  
La synthèse bibliographique montre que le facteur le plus influençant sur la production 
des phénols volatils est la présence de microorganismes responsables de la biosynthèse (Silva 
et al., 2004). Selon Barata et al. (2006), l’enrichissement des moûts en phénols volatils peut 
avoir lieu avant la fermentation alcoolique, mais cela est peu fréquent à cause des 
phénomènes de compétition entre les différentes levures et la levure de vinification 
Saccharomyces (Dias et al., 2003). Cette production survient surtout durant la phase post 
fermentaire car les levures Brettanomyces peuvent avoir une bonne croissance même avec 
une concentration initiale en microorganismes de l’ordre de 10 cell/mL (Rodrigues et al., 
2001b). De même, pour des concentrations en sucre inférieures à 150 mg/L et même en 
présence de Saccharomyces cerevisiae autolysées, ces levures sont capables de se multiplier 
et de produire des éthylphénols  (Guilloux-Benatier et al., 2001). 
Des expériences montrent que plus le taux d’ensemencement de la population de 
Brettanomyces dans un vin est grand, plus le niveau de population maximal est élevé, plus la 
durée de la phase stationnaire est courte et plus la concentration en 4-éthylphénol est grande. 
On remarque une proportionnalité entre la production de phénols volatils et la population de 
Brettanomyces qui s’est développée (Gerbaux et al., 2000, Renouf et al., 2006).  
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En contradiction, Medawar (2003) montre que la concentration mesurée en éthylphénol 
ne traduit pas le niveau et la croissance de la population en Brettanomyces. D’autre part, des 
différences remarquables ont été observées en ce qui concerne la production des phénols 
volatils dans les vins et la flore de microorganismes présente. La même disparité a été 
remarquée avec différentes souches de levures (Shinohara et al., 2000, Barbin 2006). 
 
Il existe pourtant une divergence dans la littérature quand à la phase de croissance durant 
laquelle les Brettanomyces produisent la majeure quantité d’éthylphénol. En effet, Zoecklin 
(2000) affirme que pour B. intermedius, l’enrichissement du milieu en éthylphénol a lieu 
après l’arrêt de la croissance, donc pendant la phase stationnaire ou bien de déclin. Par contre, 
Medawar (2003) met en avant une vitesse de production de ces composés phénoliques plus 
grande en phase de croissance exponentielle que pendant la phase stationnaire. Dias et al. 
(2003) observent la production du 4-vinylphénol dès le début de la phase de latence, tandis 
que la production du 4-éthylphénol n’a lieu que lorsque la population atteint la phase 
stationnaire. Pour Chatonnet et al. (1992), depuis la phase de latence jusqu’à la fin de la phase 
exponentielle, la production du 4-éthylphénol augmente, tandis que la production du 4-vinyl 
phénol augmente dans une première phase, puis diminue ensuite.  
 
6.2.3. La source de carbone  
La conversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol dans les vins est fonction de la 
source de carbone présente dans le milieu et de la concentration en oxygène dissous. Il est 
néanmoins très difficile jusqu’à présent d’élucider la participation réelle de chacun de ces 
facteurs sur la bioréaction et sur le bilan général de la bioconversion (Dias et al., 2003). 
Brettanomyces bruxellensis ne peut pas utiliser l’acide p-coumarique comme unique 
source de carbone pour sa croissance. Le rendement de la formation du 4-éthylphénol, calculé 
selon la quantité de 4-éthylphénol formé à partir de l’acide p-coumarique ajouté dans 
différents milieux synthétiques pour une souche de Brettanomyces bruxellensis est de 2.2 % 
si la source carbonée est l’acide acétique, 80% pour l’éthanol, et jusqu’à 92.5% si la source de 
carbone est le glucose (Dias et al., 2003) 
Toutefois, la production du 4-éthylphénol n’est pas inhibée par une grande concentration 
de glucose (Malfeito-Ferreira et al., 2001). Les concentrations du 4-éthylphénol dans les vins 
ne sont pas corrélées avec la production d’acide acétique (Dias et al., 2003, Geros et al., 
2000b).  
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6.2.4. Le type de vin 
Si les moûts ne contiennent que des traces de phénols volatils, les vins peuvent en 
contenir des centaines de microgrammes par litre (Baumes et Cordonnier, 1986). En général, 
les vinylphénols sont prépondérants dans les vins blancs, alors que les vins rouges sont riches 
en éthylphénols (Boidron et al., 1988). Dans les cas les plus fréquents, les vins rouges 
contiennent plus de 4-éthylphénols que de 4-vinylphénols. Sachant que, si l’on regarde de 
plus près les vins rouges, la concentration en 4-éthylphénol varie significativement entre un 
vin et un autre (Schreier et al., 1980 ; Etievant , 1981, Ducruet et al., 1983, Di Stefano, 1985).  
Deux explications ont été proposées pour cette constatation : la première théorie dit que les 
composés phénoliques du vin rouge inexistants dans les vins blancs, inhibent la cinnamate 
décarboxylase de la levure Saccharomyces et des autres microorganismes du vin, qui sont 
capables de décarboxyler l’acide p-coumarique en 4-vinylphénol lors de la fermentation. 
Tandis que ces composés favorisent le fonctionnement de la cinnamate décarboxylase des 
levures Brettanomyces lors d’une contamination dans un vin rouge (Chatonnet et al., 1992b). 
Dans une suite logique, l’autre explication serait que les vins blancs renferment généralement 
très peu de microorganismes, ce qui rend la décarboxylation de l’acide p-coumarique et la 
réduction du 4-vinylphénol très faibles. Et s’ils existent dans un vin blanc, les 4-vinylphénols 
proviendraient de la vinification. A l’inverse, la présence de micro-organismes dans les vins 
rouges est fréquente, et il en va de même pour la présence des levures Brettanomyces, ainsi 
que de l’apparition des éthylphénols.  
Enfin, la formation des éthylphénols est favorisée dans les vins à faible degré alcoolique, 
car la concentration élevée en éthanol réduit l’activité microbienne, ce qui retarde la synthèse 
des éthylphénols. Cette production est inhibée à 13% d’éthanol. (Dias et al., 2003). 
 
7. Contrôle et traitements 
La quantité de phénols volatils produits dans les vins dépend directement de la 
composition en acide hydroxycinnamique, de la contamination par les microorganismes, et de 
l’accumulation des composés volatils formés. 
Plusieurs solutions sont en cours d’études à ce jour afin d’arrêter la contamination des 
vins par les levures Brettanomyces. Le sulfitage s’avère efficace, en phase préfermentaire et 
post fermentaire.  Une concentration de 30 mg/L de SO2 libre est alors nécessaire pour être 
efficace contre l’activité de ces levures (Chatonnet et al., 1992b).  
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Les traitements physiques (Flash pasteurisation, stérilisation…) ne semblent pas être aussi 
efficaces que le sulfitage (Barbin, 2006). Enfin, il est intéressant de remarquer que très peu 
d’études montrent l’efficacité de traitements chimiques (ozonation, antiseptiques, DMDC…) 
spécifiquement contre les Brettanomyces.  
Récemment, les traitements « post-odeurs » s’avèrent être un moyen de lutte contre les 
odeurs phénolées (Chassagne et al., 2005).  Enfin, un dernier moyen de lutte serait de 
minimiser l’apport d’acide p-coumarique dans les moûts et les vins (Shinohara et al., 2000). 
Certains auteurs proposent l’utilisation de souches de Saccharomyces pouvant éliminer 
par liaison (voir paragraphe 7.1.3) les 4-vinylphénols dès les stades fermentaires, ce qui 
pourrait réduire la quantité de 4-éthylphénol qui serait formée (Monagas et al., 2003, Morata 
et al., 2005). 
 
8. Outils de suivi de la bioréaction 
Afin de pouvoir étudier les cinétiques de la bioconversion, il est important d’avoir des 
méthodes analytiques adéquates pour le suivi des substrats et des produits (acide p-
coumarique, 4-vinylphénol et 4-éthylphénol). 
A cause de leurs grand intérêt dans le monde de l’agroalimentaire en général et dans le 
domaine du vin spécifiquement, les composés phénoliques ont reçu une attention particulière 
de la part des analystes. En se basant sur leurs caractéristiques chimiques, plusieurs 
techniques d’analyses ont été mises au point. En effet, à cause de sa structure aromatique, 
l’acide p-coumarique absorbe bien dans le domaine de l’ultra-violet. Il a un pic d’absorption 
principal à 285 nm et un autre secondaire à 305 nm. La décarboxylation des composés 
phénoliques a alors un effet hypsochrome sur le spectre et les dérivés absorbent à des 
longueurs d’ondes inférieures comme le montre le spectre établi par Barthelmebs et al. 
(2000). D’autre part, à cause de leurs caractéristiques antioxydantes, les polyphénols sont 
facilement détectables par les techniques électrochimiques (Shleev et al., 2004, Piljac et al., 
2005). 
Cependant, les travaux publiés durant les années passées montrent que la 
chromatographie liquide à haute performance est la méthode la plus favorable pour l’analyse 
des composés phénoliques présents dans les vins. A cause de la nature complexe de ces 
milieux, les échantillons doivent subir un prétraitement. Ces méthodes sont essentiellement 
basées sur une extraction liquide-liquide ou bien une extraction sur phase solide (Cartoni et 
al., 1991, Laszlavik et al., 1995).  
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Pourtant ces extractions peuvent induire des erreurs lors de l’estimation des quantités 
réelles présentes dans les échantillons. La recherche de méthodes plus performantes a conduit 
les chercheurs à développer des techniques avec une injection directe. Les détecteurs utilisés 
pouvant être des barrettes à diode, des détecteurs spectrofluorimétriques et 
spectrophotométriques, des spectroscopes de masses, des détecteurs électrochimiques ou bien 
même à résonnance magnétique nucléaire (RMN) (Roggero et al., 1990, Goldberg et al., 
1996, Gil et al., 2003, Tuzen et Ozdemir, 2003, Vanbeneden et al., 2006).  
Pourtant, les méthodes utilisées ne sont pas destinées à l’étude d’un composé phénolique 
spécifiquement, ce qui rend les limites de détection assez élevées et, dans les cas contraires, la 
méthode sera onéreuse et difficilement applicable (Vanbeneden et al., 2006). Par exemple, la 
chromatographie en phase liquide couplée à une détection électrochimique (HPLC-ECD) est 
devenue une méthode robuste à cause de sa sensibilité relativement élevée et à cause de sa 
sélectivité aux analytes oxydables electrochimiquement (Mejias et al., 2003). Pourtant, les 
analyses montrent qu’une interférence inconnue peut avoir lieu lors du dosage de l’acide p-
coumarique, ce qui cause des erreurs lors de la quantification de cet acide (Vanbeneden et al., 
2006). Les méthodes fluorométriques sont assez pertinentes, sauf que la matrice joue un rôle 
assez important lors de la quantification de l’acide p-coumarique, ce qui oblige à combler cet 
effet avec un certain procédé d’ajout (Garcia-Sanchez et al., 1988).  
En conséquence, une méthode chromatographique sensible, simple et rapide qui permet 
l’évaluation spécifique de l’acide p-coumarique dans un contexte œnologique sera la 
bienvenue (Garcia-Sanchez et al., 1988). Ainsi, diverses méthodes chromatographiques ont 
été mises au point. Elles diffèrent essentiellement par le temps d’analyse, le coût et la 
difficulté de mise en œuvre (O’Neill et al., 1996, Ho et al.,, 1999, Alonso Garcia et al., 2005, 
Rizzo et al., 2006). Pourtant aucune de ces méthodes n’a été mise au point pour l’étude 
spécifique de l’évolution de l’acide p-coumarique dans le milieu vin. Elles restent générales 
dans un but d’estimation qualitative ou quantitative des polyphénols présents. 
 
La chromatographie en phase gazeuse est la méthode la plus répandue pour l’étude des 
composés phénoliques volatils. Pourtant, il n’existait pas, jusqu’à récemment, de méthodes 
dédiées à l’analyse du 4-éthylphénol et du 4-vinylphénol simultanément. La bibliographie fait 
état de nombreuses méthodes pour l’étude de l’arôme. Cependant, les différences entre les 
méthodes sont au niveau de l’extraction et de la détection (Castro Mejias et al., 2003). 
 En effet, bien que performants, la plupart des instruments ne peuvent pas supporter une 
injection directe des échantillons. Toutes ces méthodes sont précédées par une étape 
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d’extraction. Celle-ci est souvent une extraction liquide-liquide, solide, ou récemment de 
microextraction (Martorell et al., 2002). En excluant le dernier type d’extraction, ces 
méthodes extractives prennent trop de temps et consomment une quantité non négligeable de 
solvant, impliquant ainsi une mauvaise précision à cause des erreurs d’expérimentation. Par 
contre, les techniques de concentrations de l’échantillon (Head space microextraction, ou stirr 
bar sorptive extraction) présentent des avantages majeurs, à cause de leur simplicité, de leur 
rapidité, de leur haute sensibilité, du faible volume d’échantillon utilisé et de leur non 
utilisation de solvant (Monje et al. 2001, Diez, et al., 2004). Quant aux détecteurs utilisés, le 
FID (détecteur à ionisation par flamme) est très répandu pour le dosage des phénols volatils 
des vins. Pourtant, la détection par spectroscopie de masse reste la méthode la plus récente et 
la plus spécifique. Mais malgré la performance de toutes ces techniques, les interférences des 
matrices du milieu restent non négligeables et présentent toujours un véritable défi à relever 
(Martorell et al., 2002). 
 
9. Difficultés analytiques rencontrés lors de l’étude de la bioconversion 
L’étude de la bioconversion a été majoritairement étudiée en se basant sur l’apparition des 
phénols volatils. Très peu d’études, ont mis en évidence la cinétique de consommation de 
l’acide p-coumarique.  
Cela est compréhensible, sachant qu’il n’est pas très facile d’étudier l’acide p-coumarique 
dans des conditions oenologiques. En effet, cet acide pourrait intervenir dans de nombreuses 
réactions chimiques (Polymérisation, addition électrophile, estérification…) avec les 
différents composés du vin, notamment l’éthanol. Il peut subir aussi les activités 
enzymatiques diverses déjà mentionnés, qui atteignent les polyphénols du vin (Dugelay et al., 
1993, 1995; Seyhane, 1994, Bagchi et al., 1997; Herrera et al., 1998). L’acide p-coumarique 
est difficilement soluble dans les solutions aqueuses et il doit être solubilisé en solution 
hydroalcoolique, sachant que l’éthanol est le solvant fréquemment utilisé (Gerbaux et al., 
2000, Shinohara et al., 2000, Tuzen et Ozdemir, 2003). Il est aussi facilement oxydable 
(Mantzavinos et al., 1996). 
Depuis 1967, Fiddler a montré que l’acide p-coumarique est très instable aux 
températures élevées, et il peut être décarboxylé lors d’une fragmentation thermique. En effet, 
Medawar (2003) montre une perte non négligeable de l’acide p-coumarique après 
autoclavage.  
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D’autre part, une perte a été relevée entre les quantités pesées d’acide coumarique et les 
quantités trouvées dans des milieux complexes de fermentation lors de la réalisation des 
expériences et des études. O’Neill et al. (1996), dans sa méthode chromatographique, révèle 
une perte quantitative due à l’adsorption de cet acide sur les écorces solides de son milieu et 
indique qu’une correction doit avoir lieu pour prendre en compte le phénomène d’adsorption 
dans chaque milieu. Depuis, de nombreux auteurs ont montré que les composés phénoliques 
peuvent s’adsorber sur les levures (Morata et al, 2003, Lopez-Toledano et al., 2004, Morata et 
al., 2005, Medina et al., 2005, Rizzo et al., 2006).  
 
10. Conclusion 
Pour terminer cette synthèse bibliographique, plusieurs points nous semblent à 
souligner pour la suite de nos travaux : 
 
Brettanomyces est une levure de contamination des vins du fait qu’elle produit des 
composés non souhaités du point de vue organoleptique. Elle produit des odeurs 
d’urines, à cause d’une synthèse de tétrahydropyridines. Mais son défaut majeur est la 
production de phénols volatils. 
 
Outre la destruction du caractère fruité du vin, elle acidifie notablement le milieu, en 
raison de son métabolisme favorisant la synthèse d’acide acétique en conditions 
respiratoires mais aussi fermentaires. 
 
La formation de phénols volatils, réaction constituant le sujet de nos études, 
implique l’action successive de deux enzymes. La première, une cinnamate 
décarboxylase, transforme l’acide p-coumarique en 4-vinylphénol. Ce dernier est réduit 
ensuite en 4-éthylphénol suite à l’action de la vinylphénol réductase. La première 
enzyme est commune à plusieurs microorganismes du vin, alors que la seconde est 
spécifique à la levure Brettanomyces sp. 
 
L’analyse bibliographique montre une disparité importante des rendements de 
bioconversion. Ceci amène à se poser plusieurs questions : tout l’acide p-coumarique 
est-il transformé en 4-éthylphénol correspondant ? Que devient la quantité non 
transformée d’acide p-coumarique ? D’autres voies métaboliques sont-elles impliquées ? 
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La divergence des donnés en ce qui concerne la relation de la population avec le 
rendement de la bioconversion soulève aussi de nombreux problèmes : quel serait l’effet 
d’une population minime sur la production de 4-éthylphénol ? Existe-t-il une corrélation 
réelle entre le niveau de population et la quantité de 4-éthylphénol produite ? Quelle est 
la phase de croissance pendant laquelle la levure effectue la bioconversion ? 
 
Dans la bibliographie, plusieurs problèmes analytiques empêchent les auteurs 
d’évaluer avec précision l’apport de l’acide p-coumarique dans le bilan général de la 
bioréaction. C’est certainement la raison principale pour laquelle la cinétique de sa 
consommation n’a pas été étudiée. Les travaux se basent toujours uniquement sur 
l’apparition des 4-éthylphénols. Quelles améliorations techniques peuvent être 
apportées aux méthodes de dosages de ces composés ? Pouvons-nous comprendre et 
éviter les problèmes survenant lors de l’analyse de l’acide p-coumarique ? 
 
Les solutions actuelles pour éviter la contamination des vins par Brettanomyces et en 
conséquence l’apparition des éthylphénols ne semblent pas être assez pertinentes. 
Quelles autres solutions sont envisageables pour arrêter la bioconversion ? Quels 
seraient alors leurs effets sur les vins ? 
 
Même si le schéma général de la bioconversion est connu, tous les problèmes cités ci-
dessus méritent d’être approfondis. De l’analyse bibliographique, il ressort que l’étude 
de la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol n’est peut être pas aussi 
triviale que l’on aurait pu le penser il y a quelques années. D’ailleurs, très peu d’études 
cinétiques et enzymatiques sur la bioconversion ont été effectuées à ce jour. La mauvaise 
connaissance de Brettanomyces ne facilite pas la tâche non plus. Les chapitres suivant de 
cette thèse essayent de répondre au plus grand nombre des questions soulevées ci-
dessus.  
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1. Etude de la bioconversion 
1.1. Cultures de Brettanomyces 
1.1.1. La souche de Brettanomyces 
Tout au long des travaux, une souche unique de Brettanomyces a été utilisée. Elle a été 
isolée dans les caves de Buzet, dans le sud ouest de la France. Cette souche a été identifiée 
génétiquement dans les laboratoires de l’IDAC de Nantes comme étant Brettanomyces 
bruxellensis.  
 
1.1.2. Milieux de cultures utilisés pour Brettanomyces 
 
Tableau II. 1. Différents milieux de cultures pour Brettanomyces 
Substrat 
(g/L) 
Conservation Prélevain Levain Milieu Synthétique vin 
(MSV) 
Agar-Agar 20 - - - 
Fructose - - - 10 
Glucose 20 20 20 10 
Extrait de levure 10 1 1 0,5 
(NH4)2SO4 - 2 2 0,5 
Acide citrique - 0,3 0,3 0,3 
Acide Malique - 3 3 3 
Acide tartrique - 2 2 2 
MgSO4 - 0,4 0,4 0,4 
KH2PO4 - 5 5 5 
Glycérol - - 3 6 
Éthanol - - 30 (4% v/v) 75 (10% v/v) 
 
 
1.1.3. Milieu tampon phosphate-citrate (MT) 
Afin d’étudier la bioréaction à un pH de 3,5, les levures Brettanomyces en phase 
stationnaire ont été mises en suspension dans un milieu tampon phosphate-citrate. Une 
solution tampon est une solution permettant de conserver un pH à peu près constant si on lui 
ajoute de faibles quantités d’acide ou de base.  
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Pour un volume final de 50 mL et un pH de 3,5, ce tampon a été préparé à partir d’une 
solution d’acide citrique et d’une solution de phosphate de sodium disodique avec les 
proportions suivantes :  
 
Tableau II. 2. Composition du milieu tampon phosphate-citrate (pH 3,5) 
Solution Concentration Volume 
Na2HPO4 0,5 M 23 mL 
Acide citrique 0,5 M 27 mL 
 
1.2. Cultures de Saccharomyces 
1.2.1. Les souches de Saccharomyces 
Différentes souches de Saccharomyces cerevisiae ont été utilisées. Il s’agit de souches 
commerciales fournies par la société LALLEMAND inc. Blagnac – France. Les noms des 
différentes souches utilisées sont : BDX, CY, L20, Lev et MT. 
 
1.2.2. Milieux de cultures utilisés pour Saccharomyces 
 
Tableau II. 3. Différents milieux de cultures Saccharomyces 
Substrat 
(g/L) 
Conservation Prélevain Levain Milieu Synthétique vin 
(MSV) 
Peptone de soja 20 20 - - 
Agar-Agar 20 20 - - 
Fructose - - - 100 
Glucose 20 20 50 100 
Extrait de levure 10 10 1 1 
(NH4)2SO4 - - 2 2 
Acide citrique - - 0,3 0,3 
Acide Malique - - 5 5 
Acide tartrique - - 5 5 
MgSO4 - - 0,4 0,4 
KH2PO4 - - 5 5 
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1.3. Préparation des milieux 
Le pH des milieux a été ajusté à 3,5 avant autoclavage avec de l’acide o-phosphorique à 
85% et de la soude à 10N. La stérilisation des milieux a été effectuée par autoclavage à 121oC 
pendant 20 minutes. Dans les cas où les milieux étaient instables aux températures élevées, ils 
ont été filtrés sous flamme, sur des filtres stériles de 0,4 μm de diamètre de pores. S’il y a 
lieu, l’ajout de l’éthanol se fait toujours après autoclavage.  
Les fermentations ont été réalisées dans des fioles d’erlenmeyer de 500 mL de volume 
total. Le volume utile a toujours été de 300 mL. Les fioles ont été bouchées avec du coton 
stérile et du papier en Aluminium.  
 
1.4. Conduite des fermentations 
La conservation des souches a été faite à 4oC sur des boites ou des tubes gélosés. Pour 
avoir un fonctionnement optimal du métabolisme lors des fermentations, les souches ont été 
réactivées dans des milieux liquides en deux étapes. La première étape consiste à racler une 
colonie de cellule pour la transvaser dans un milieu nommé prélevain. Un volume 
correspondant à 3.106 cell/mL prélevé au cours de la phase de croissance exponentielle est 
ensemencé dans un nouveau milieu pour former le levain. Dans la même optique, le levain 
servira à ensemencer les fermentations proprement dites. L’agitation a été fixée à 250 
tours/min et la température à 30oC. 
 
Prelevain Levain Fermentation
Etudes
Conservation
gelose 3.106 cell/mL 3.106 cell/mL  
Figure II. 1. Activation de l’inoculum lors des fermentations 
 
1.5. Mise des cellules en solution tampon phosphate-citrate (MT) 
Un volume du milieu de fermentation est prélevé puis centrifugé stérilement. Le 
surnageant est éliminé et le culot de levures correspondant à une concentration donnée de 
cellules est lavé 2 fois stérilement avec du tampon phosphate-citrate.  
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Après lavage et élimination du surnageant, ce culot est récupéré dans un volume précis de 
tampon stérile, donnant une concentration définie en cellules dans le tampon. Cette procédure 
nous permet d’avoir une concentration de levures viables et capables d’effectuer la 
bioconversion sans toutefois se reproduire. 
 
1.6. Ajout de l’acide p-coumarique dans les fermentations 
L’acide trans p-coumarique pesé sur une microbalance analytique est dissous dans 1 mL 
d’éthanol pur, puis ajouté sous flamme après filtration sur une membrane stérile de 0,4 μm 
dans les milieux de fermentations. L’agitation est fixée à 250 tours/minutes et la température 
à 30oC. Le contrôle des paramètres environnementaux (température et agitation) a été effectué 
soit dans un incubateur, soit dans un bain-marie.  
 
o Dans l’incubateur, l’agitation est effectuée par un mouvement elliptique sur une table 
agitante. La température d’incubation est contrôlée par un air chaud.  
 
o L’autre dispositif de contrôle de la température et d’agitation est constitué d’une table 
magnétique immergée dans de l’eau. La température de l’eau est réglée par une 
résistance contrôlable et un serpentin contenant de l’eau froide. Un barreau aimanté 
doit être posé à l’avance dans chaque fiole d’erlenmeyer.  
 
 
Figure II. 2. Incubation et agitation des fermentations 
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1.7. Prélèvement des échantillons 
Après ajout de l’acide p-coumarique et homogénéisation, des prélèvements stériles ont 
lieu en fonction du temps. Le volume prélevé est divisé alors en trois parties. Le protocole 
général des prélèvements et des analyses est décrit dans la figure 3.  
 
 
Figure II. 3. Protocole général de l’étude de la bioconversion 
 
 
2. Etudes physico-chimiques de l’acide p-coumarique 
2.1. Milieux d’étude 
L’adsorption de l’acide p-coumarique sur des adsorbants œnologiques a été étudiée dans 
des milieux synthétiques type vin (MSV), et dans trois types de vins rouges (Chapitre Cinq). 
De même, ces trois vins ont été utilisés pour valider les méthodes analytiques (Chapitre 
Trois). Leur profil est décrit dans le tableau 4. 
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Tableau II. 4. Composition en acide p-coumarique des vins utilisés 
Vin Cépage Millésime Acide p-coumarique 
(mg/L) 
Corbière Grenache, lladoner pelut, 
Syrah, Mourbèdre. 
2003 0,6 
Minervois Carignan, grenache, 
Mourvèdre, Syrah. 
2003 5,4 
Merlot 
pays d’OC 
Merlot 2000 1,95 
 
2.2. Matériaux adsorbants 
Deux adsorbants industriels ont été utilisés pour tester l’adsorption de l’acide p-
coumarique dans des conditions œnologiques. Le premier est le polyvinylpolypyrrolidone 
insoluble (PVPP), le second est la poudre d’écorces de levures. 
 
o Le PVPP est un polymère poly[1-(2-oxo-1- pyrrolidinyléthylène] réticulé de façon à le 
rendre insoluble. Il est fabriqué par polymérisation de la N-vinyl-2-pyrrolidone en 
présence de divers catalyseurs (par exemple de l’hydroxyde de sodium) ou en 
présence de N,N'-divinylimidazolidone. Le PVPP fixe les polyphénols des vins, cette 
adsorption dépend du taux de polymérisation. Il se présente sous forme de poudre 
blanche. 
 
o Les écorces de levures résultent de la plasmolyse d’une souche spécifique de 
Saccharomyces cerevisiae. Les enveloppes cellulaires sont récupérées par 
centrifugation, puis lavées pour limiter les risques de goûts de levure. Elles sont sous 
forme de poudre jaune. 
 
2.3. Conduite des expériences d’adsorption 
Pour étudier l’adsorption d’un composé donné sur un adsorbant, il faut procéder en deux 
étapes. La première a pour but d’évaluer le temps nécessaire pour atteindre l’équilibre 
thermodynamique entre l’adsorbant et l’adsorbat.  
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Une fois l’équilibre atteint, les facteurs physico-chimiques qui peuvent avoir un effet sur 
l’efficacité du phénomène d’adsorption ont été testés. 
L’étude de l’adsorption a été effectuée en bain-marie, dans des flacons de contenance 100 
mL. L’agitation a été effectuée grâce à des barreaux aimantés et une table magnétique. 
L’adsorbant a été pesé sur une balance analytique, puis versé dans les flacons. Le volume 
total de la solution étudiée dans toutes les expériences a été de 50 mL.  
 
 
Figure II. 4. Etude de l’adsorption de l’acide p-coumarique 
.  
2.4. Ajout de l’acide p-coumarique 
Une solution d’acide p-coumarique a été préparée dans un solvant hydroalcoolique (eau-
10% éthanol). A partir de cette solution mère, différents volumes ont été prélevés et versés 
dans les flacons contenant au préalable les milieux et l’adsorbant. Par la suite, les flacons sont 
bouchés avec du papier parafilm. 
2.5. Prise des échantillons 
Des échantillons de 5 mL ont été prélevés du milieu et filtrés sur une membrane de 0,4 
μm de diamètres de pores. Les filtrats ont été analysés par spectrophotométrie pour l’étude de 
l’évolution de la couleur et par chromatographie pour le dosage de l’acide p-coumarique. 
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2.6. Etude des facteurs physico-chimiques agissant sur l’adsorption par l’application 
d’un plan d’expériences  
L'objet des plans d’expériences est de quantifier l'influence d’un certain nombre de 
paramètres sur un phénomène étudié en termes de réponse, à partir de résultats 
d'expérimentations. Ainsi, pour étudier l’effet de certains paramètres physico-chimiques sur 
l’adsorption de l’acide p-coumarique sur le PVPP en conditions œnologiques, un plan 
factoriel 23 a été construit.  
Les valeurs de Qe ont été assimilées à un polynôme linéaire de premier degré avec 
interactions : 
 
Qe = ao + a1X1 + a2X2 + a3X3 + a4X1X2 + a5X1X3 + a6X2X3 + a7X1X2X3 ± ε 
 
Où, X1: Température (oC) 
       X2 : pH 
       X3 : Concentration en éthanol (% v/v) 
 
Ce modèle polynomial joint à la fois l’effet de chacun des facteurs étudiés sur la quantité 
d’acide p-coumarique adsorbée Qe, et l’effet de l’interaction de ces facteurs. Nous pouvons 
décrire ainsi sept variables. 
Le traitement des données du plan d’expériences a été effectué par le biais du logiciel 
STATGRAPHICS CENTURION XV et EXCEL STAT 2003. La détermination des 
coefficients du polynôme a été effectuée par une analyse de régression multilinéaire 
multivariable. 
La régression linéaire multiple permet non seulement de connaître l’influence des facteurs 
Xj mais aussi des «effets » obtenus par des transformations mathématiques portant sur les 
facteurs. On appellera ainsi « effet » toute fonction mathématique des facteurs Xj. Ainsi, deux 
procédures statistiques sont nécessaires pour l’étude des réponses : l’analyse du modèle 
linéaire et l’étude de la signification des facteurs. 
 
2.6.1. Analyse du modèle linéaire 
Il est important pour la qualité d’estimation des coefficients des modèles linéaires que les 
colonnes de la matrice des effets dans un plan d’expériences varient de façon aussi 
indépendante que possible. Ainsi, un coefficient de régression R2 ne peut être exploitable 
qu’en s’accompagnant d’une analyse des variances.  
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Car en effet, plus ce coefficient est élevé, plus le polynôme a une signification physique 
quand à l’effet des facteurs. Toutefois, ce coefficient pourrait induire une représentation 
erronée de la réalité, quand les variables du modèle sont contrôlées par un facteur résiduel 
insoupçonné. 
La comparaison des moyennes et variances des résidus et des réponses devra donner une 
information claire sur l’homogénéité de ces deux groupes. La méthode ANOVA consiste à 
relier la variance expérimentale connue à celle des résidus, sachant que la variance totale est 
équivalente à la somme de la variance expérimentale pure et de la variance résiduelle globale. 
La variance des écarts moyens remplacera l’ensemble des variances de chaque couple de 
point calculé par le polynôme. Elle est définie par : 
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variables du polynôme. 
 
Pour tester si les résidus et les réponses calculées sont indépendants, on applique le test de 
Fisher ( 2
2
r
M
e
F ν= ) qui doit être comparé à la valeur critique de Fc {(p-1), (j-p), (α = 0,05)}. 
Dans le cas où F > Fc, l’indépendance des deux groupes est validée, au seuil de confiance de 
5 %.  
 
2.6.2. Signification des facteurs 
Le test de Student a pour but d’évaluer la signification des coefficients, reflétant ainsi le 
poids que porte chacun des paramètres sur le phénomène étudié. Ainsi, les différentes valeurs 
ont été considérées significatives quand le test de Student avait une valeur supérieure à la 
valeur seuil T = 3,18. Cette valeur seuil est retrouvée dans notre cas d’étude  avec un degré de 
liberté de 3 correspondant à (j-p) avec j = 11 observations et un seuil de confiance de 5% 
(table de student). Dans le cas inverse, la variable considérée est alors estimée inutile pour la 
prédiction de la réponse et n’aura pas d’effet significatif sur le phénomène étudié.  
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3. Méthodes analytiques 
Plusieurs méthodes analytiques ont été utilisées afin d’étudier tous les aspects de la 
bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol. Ces techniques peuvent être 
divisées en plusieurs catégories. Ainsi certaines sont biologiques classiques, d’autres 
biochimiques ou physico-chimiques. Il s’agissait soit de méthodes existantes dans la 
bibliographie, soit elles ont été mises au point durant la thèse. Ces différentes techniques sont 
présentées dans les paragraphes qui suivent. 
 
3.1. Evaluation de la biomasse 
3.1.1. Numération cellulaire 
La biomasse totale peut être évaluée par comptage au microscope du nombre de micro-
organismes contenus dans un volume connu. La numération s’effectue en utilisant une cellule 
de Thoma sous un microscope Olympus (Grossissement 400).  
La cellule de Thoma est une lame de microscope portant une cavité d’une profondeur de 
0,1 mm bordée par deux épaulements. Le fond de cette cavité comporte un quadrillage de 1 
mm2 formé de 16 grands carreaux, chacun subdivisé en 16 petits carreaux. Le comptage est 
effectué sur 5 grands carreaux (jusqu’à 16 pour de faibles concentrations cellulaires). Il faut 
compter au moins 150 cellules par lame et au maximum 250 pour obtenir une erreur 
inférieure à 10% (Lange et al., 1993). Si la concentration de la biomasse est trop grande, 
l’échantillon doit être dilué pour tomber dans la bonne zone de comptage. 
 
 
Figure II. 5. Cellule de Thoma 
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La concentration en cellules par mL de milieu est donnée par la relation : 
 
C = 
carreauxgrandsdenombre
cellulesdenombre x Dilution x 2 x 250000 
 
Pour estimer la viabilité de la population, l’échantillon est mélangé volume à volume avec 
du bleu de méthylène. La solution de bleu de méthylène a la composition suivante : 0,1 g de 
bleu de méthylène dissous dans 1 litre de citrate de sodium 2% (poids/volume). Ce réactif 
colore en bleu les cellules mortes. Le pourcentage de viabilité est défini comme suit : 
 
%V = 
cellulesdetotalNombre
viablescellulesdeNombre x100 
 
Ainsi, l’échantillon (après une éventuelle dilution) est mélangé volume à volume avec la 
solution de bleu de méthylène. Après homogénéisation, les cellules restent en contact avec le 
colorant pendant 5 minutes. Homogénéisé de nouveau, un prélèvement est ensuite étalé sur 
une cellule de Thoma et mis au repos pendant 2 minutes. Au microscope, les cellules non 
viables apparaissent bleues foncées, alors que les cellules viables restent incolores. En effet, 
deux hypothèses différentes sont proposées pour expliquer le mécanisme d’action du bleu de 
méthylène. La première explique que le bleu de méthylène se décolore dans le cytoplasme 
tant que les cellules possèdent une activité enzymatique fonctionelle. La deuxième hypothèse 
dit que le bleu de méthylène ne peut traverser la membrane plasmique de la cellule, que 
lorsque celle-ci devient déficiente (Chilver et al. (1978), Bonora et Mares (1982)). 
Toutefois, Barbin (2006) révèle un problème de quantification des levures Brettanomyces 
par cette méthode. Ceci est dû au grand changement morphologique et à une coloration 
intermédiaire (bleu clair) que prennent les Brettanomyces. Ce phénomène n’est pas encore 
très bien élucidé. Ceci ne crée pas de limitation dans notre étude, sachant que l’étude de la 
bioréaction a toujours été effectuée lorsque la quasi-totalité de la population était viable. 
 
3.1.2. Turbidité dans le visible : Population cellulaire 
Cette méthode consiste à mesurer la turbidimétrie du milieu de culture à une longueur 
d’onde donnée. Les mesures ont été effectuées dans une cuve en verre de trajet optique 10 
mm à 620 nm (spectrophotomètre UV-visible double faisceau).  
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La corrélation entre la densité optique et la concentration cellulaire est linéaire pour des 
valeurs inférieures à 0,8. Au delà de cette valeur, les échantillons sont dilués et la densité 
optique corrigée est définie comme l’absorbance lue multipliée par le facteur de dilution 
utilisé pour l’échantillon. L’erreur de répétabilité déterminée sur 10 mesures d’une même 
suspension de levures est de 1%. 
 
3.2. Dosage des sucres 
3.2.1. Yellow Spring Instrument (YSI 2700) 
Pour le suivi du glucose au cours de la fermentation, il a été dosé biochimiquement grâce 
à l’appareil « YSI ». Le principe de ce dosage repose sur la production de peroxyde 
d’oxygène (H2O2) par une glucose oxydase immobilisée sur une membrane spécifique de 
dextrose selon la réaction : 
 
glucose oxydaseGlucose + O2 H2O2 + D Glucono - d Lactone  
 
La quantité de glucose présente dans l’échantillon est liée à la quantité de peroxyde formé. Le 
peroxyde diffuse vers une anode de platine où il sera oxydé selon la réaction : 
 
H2O2                              O2 + 2H+ +2 e- 
 
Le signal électrique est directement intégré par l’appareil qui nous donne alors la 
concentration en glucose en g/L. Une dilution peut éventuellement avoir lieu afin d’être dans 
la zone de linéarité de la gamme de mesure de l’appareil (0-25 g/L).  
 
3.2.2. Chromatographie : dosage du glucose, fructose, éthanol, glycérol. 
Le glucose, le fructose, l’éthanol et le glycérol ont été analysés par chromatographie 
liquide, après filtration de l’échantillon sur une membrane de 0,45 μm de diamètre des pores. 
La séparation a été faite par chromatographie à exclusion d’ions sur une colonne cationique 
Bio-Rad Aminex HPX-87H spécifique pour la séparation des alcools, acides organiques et 
sucres. La colonne a été thermostatée dans un four à une température de 40ºC tout au long de 
l’analyse. 
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Le système utilisé est équipé d’un injecteur automatique TSP Spectra Système 
Autosampler AS100 et d’un détecteur réfractométrique différentiel SpectraPhysics 
RefractoMonitor IV SP8430.  
La phase mobile est constituée d’une solution d’acide sulfurique de concentration 0,005 
M, circulant avec un débit de 0,4 mL/min. La durée de passage de chaque injection durait 40 
minutes. Les surfaces des pics ont été intégrées automatiquement  par un ordinateur équipé du 
logiciel PC100.  
Une droite d’étalonnage a permis de corréler les surfaces trouvées aux différentes 
concentrations des composés dosés. Le domaine de linéarité a été validé pour des 
concentrations inférieures à 10 g/L. Au delà de ces valeurs, les échantillons ont subi des 
dilutions.  L’erreur de mesure est estimée à 5 %. 
 
3.3. Dosage de l’azote assimilable 
L’azote assimilable par les levures en conditions œnologiques est estimé être la somme de 
l’azote ammoniacal et de l’azote α-aminé. 
La détermination de ces deux concentrations a été effectuée par mesures 
spectrophotométriques et enzymatiques automatisées sur le MASCOTT Lisabio (Analyseur 
multi-paramétrique sélectif). 
L’appareil fonctionne en mode mono réactif. Il réalise le prélèvement de l’échantillon 
dans une micro-cuve. Un réactif de dosage enzymatique est alors introduit et une réaction se 
déclenche. L’absorbance est mesurée avant et après la réaction. Les concentrations sont 
déterminées grâce à des droites d’étalonnage.  
 
3.3.1. Dosage de l’azote ammoniacal 
En présence du dinucléotide nicotinamide-adénine réduit (NADH) et de la 
déshydrogénase de glutamate (GIDH), l’ammoniac réagit avec le 2-oxoglutarate pour donner 
le L-glutamate. Le NADH s’oxyde alors en NAD+. 
 
2-oxoglutarate + NADH + NH4
+ L-glutamate + NAD+ + H2O
GIDH  
 
Le dosage de NADH oxydée dans la réaction est stœchiométrique à la quantité d’ammoniac. 
Le NADH est déterminé au moyen de son absorbance à 334, 340 ou 365 nm. 
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Le dosage de l’azote ammoniacal se fait avec un kit enzymatique MicroDom. La dilution des 
échantillons est effectuée de façon à entrer dans la zone de linéarité de la gamme 
d’étalonnage. L’erreur expérimentale est estimée à 5,3 %. 
 
3.3.2. Dosage de l’azote α-aminé 
L’azote α-aminé est dosé à l’aide d’un kit de réactifs Megazyme Primary amino nitrogen 
(K-PANOPA). Le principe du dosage des groupements azotés des acides aminés libres est 
basé sur l’absorbance des composés isoindole à 340 nm. Ces derniers sont les produits de la 
réaction des acides aminés libres avec le N-acétyl-L-cystéine et l’o-phtaldialdéhyde. 
  
Azote a.a. + N-acetyl-L-cysteine + o-phtaldialdehyde isoindole  
 
La dilution des échantillons est effectuée de façon à entrer dans la zone de linéarité de la 
gamme d’étalonnage. L’erreur est estimée à moins de 5%.  
 
3.4. Etude de l’évolution de la couleur du vin par Spectrophotométrie  
Selon la méthode de Boulton (2001), les vins ont été dilués au dixième (1:10 v/v) dans du 
tampon phosphate-citrate à pH 3,5. Ceci protège les polyphénols contre la copigmentation 
due aux différences de pH. Ensuite, l’absorbance des échantillons a été déterminée aux 
longueurs d’onde 420, 520 et 620 nm dans une cuve en quartz de 1 cm de trajet optique. La 
teinte et l’intensité colorimétrique ont été calculées, sachant que : 
 
Teinte = A420/A520 
 
Intensité de la couleur = A420 + A520 + A620 
 
3.5. Dosage de l’acide p-coumarique 
Au cours de nos travaux, nous avons été amenés à doser l’acide p-coumarique en utilisant 
diverses techniques que nous présentons ci-dessous. 
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3.5.1. Spectrophotométrie en UV  
A cause de leur structure, les acides phénoliques ont l’aptitude à absorber en UV. Ainsi, 
l’acide p-coumarique a deux pics d’absorption. L’absorbance en solution de cet acide a été 
prise après un balayage de la longueur d’onde entre  250 et 380 nm. Les pics d’absorption 
maximals dans une solution hydroalcoolique (10% éthanol) ont été retenus : le premier est 
situé à 280 nm et le second à 305 nm.  
D’après la loi de Lambert-Beer, l’absorbance est proportionnelle à la concentration d’un 
composé absorbant à une longueur d’onde déterminée dans un milieu donné :  
A = ε l C 
Où A est l’absorbance, ε la permittivité du milieu, l le trajet optique et C la concentration 
du composé. Les droites d’étalonnage ont été établies dans différentes matrices. Des cuves en 
quartz de trajet optique 1 cm ont été utilisées. Le domaine de linéarité a été validé entre 0,5 et 
25 mg/L. Au delà de ces valeurs, l’absorbance dépassait 0,9 et une dilution adéquate des 
échantillons a été effectuée. 
 
3.5.2. Spectroscopie en IR : Dosage de l’acide p-coumarique 
La spectroscopie Infra rouge correspond aux niveaux d’énergie vibrationnelle des 
molécules. Les spectres de l’acide p-coumarique pur, ainsi que de l’acide p-coumarique dans 
l’éthanol ont été enregistrés sur un spectrophotomètre infra-rouge à transformé de Fourrier 
Shimadzu-8300, avec une résolution de 2 cm-1. La concentration de l’acide p-coumarique 
était de 40 mg/L et le pH avait été ajusté avec de l’acide sulfurique à 3,5. 
 
3.5.3. Résonnance magnétique nucléaire : Dosage de l’acide p-coumarique 
La spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN) est basée sur la mesure de 
l’absorption d’ondes électromagnétiques dans le domaine des fréquences radio (4-1000 
MHz). Contrairement à l’absorption dans l’ultraviolet, le visible et l’infrarouge, ce sont les 
noyaux des atomes et non plus les électrons qui sont impliqués dans le phénomène 
d’absorption. Ainsi, ces noyaux absorbent une onde électromagnétique suite à la séparation 
du niveau d’énergie induite par un champ magnétique puissant. L’effet de l’environnement 
chimique et du couplage spin-spin jouent un rôle important dans l’analyse de structure car cet 
effet est direct sur le déplacement chimique des pics du spectre.  
Les séquences des spectres 1H, et 13C, DEPT NMR ont été enregistrées sur un 
spectromètre Brüker, 300 MHZ. Le solvant utilisé est du DMSO deutéré. Les déplacements 
chimiques sont donnés en ppm, relativement au pic du solvant résiduel, comme une référence 
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hétéronucléaire pour le 1H et le 13C. Les abréviations utilisées pour les signaux sont : s, 
singlet; d, doublet; t, triplet; q, quartet; m, multiplet; dd, doublet dédoublé.  
Dans notre cas d’étude, une solution d’acide p-coumarique 40 mg/L a été préparée dans 
de l’éthanol pur, où le pH a été ajusté à 3,5 avec une solution d’acide sulfurique. Le spectre 
RMN de cette solution a été comparé avec celui de l’acide p-coumarique pur. De même, une 
autre solution d’acide p-coumarique (40 mg/L) avec de l’acide tartrique (2 g/L) a été préparée 
et son pH a été ajusté à 3,5. Le spectre RMN de cette solution a été aussi comparé avec les 
spectres de l’acide p-coumarique pur et celui de l’acide tartrique pur, en fonction du temps. 
 
3.5.4. Chromatographie 
L’ensemble des méthodes analytiques présentées jusqu’alors était des méthodes existantes 
dans la bibliographie. Les méthodes qui sont développées ici ont été mises au point lors de 
nos travaux. Nous ne présenterons ici que le matériel utilisé et les conditions générales de la 
méthode. Le détail et la validation des méthodes feront l’objet du chapitre 4. 
 
3.5.4.1.Préparation des échantillons 
Après prélèvement, les échantillons sont stockés à -20oC. Avant l’analyse HPLC, 1 mL 
d’échantillon a été prélevé puis filtré sur une membrane stérile de 0,4 μm de diamètre de 
pores, directement dans des flacons en verre de 1,5 mL de volume total. Un septum en 
caoutchouc et un bouchon en plastique obturaient hermétiquement les échantillons.    
 
3.5.4.2.Système et appareillage 
L’acide p-coumarique présent dans les échantillons a été dosé grâce à un système 
“Thermo Separation High performance Liquid Chromatography”, équipé d’un détecteur UV 
150 (Spectra series) à balayage. La longueur d’onde a été fixée à 305nm. Un passeur 
d’échantillon automatique à température contrôlée (autosampler AS 100) est utilisé. Le 
logiciel PC 1000 ChromStation – Thermoseparation products TM a été utilisé pour 
l’acquisition des donnés ainsi que pour l’analyse et l’intégration des pics. La colonne ODS-2 
5μ TM (Waters®) (4.6 x 250 mm) munie de la précolonne Spherimarge ODS-2 ™ permet la 
séparation. 
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3.5.4.3.Conditions opératoires 
L’injecteur automatique a été utilisé en boucle pleine de 20 μL. La phase mobile avait la 
composition suivante : eau ultra pure 77% et acétonitrile 23%. L’acide formique a été ajouté 
pour avoir une concentration de 0,12 g/L, ce qui correspond à un volume de 120 μL d’acide 
formique dans chaque litre de solution de phase mobile. L’acide formique a pour but 
d’imposer un pH de 3,5 à la phase mobile. Le débit de la pompe a été fixé à 0,7mL/min, et la 
température à 30oC tout au long de l’analyse. 
 
3.5.4.4.Détection et quantification 
La quantification des pics est basée sur la variation des aires en fonction de la 
concentration, par rapport à des courbes de calibration, effectuées dans une zone de linéarité 
située entre 0,5 et 20 mg/L d’acide p-coumarique. Les courbes d’étalonnages ont été 
effectuées à partir de dilutions d’une solution mère d’acide p-coumarique dissous dans une 
solution hydroalcoolique (eau – éthanol 10%).  
 
3.6. Dosage du 4-vinylphénol et du 4-éthylphénol 
Les 4-vinylphénols et 4-éthylphénol ont été dosés et suivis au cours des différentes études 
par chromatographie en phase gazeuse, précédée d’une phase d’extraction sur fibre (SPME). 
La détection a été effectuée par spectrométrie de masse. En effet, depuis un certain temps, 
l’extraction des composés volatils dans une matrice complexe se réalise sans le biais d’un 
solvant, par une méthode d’extraction et de concentration physico-chimique. Une préparation 
des échantillons préalable à l’analyse est nécessaire. 
 
3.6.1. Préparation des vials 
3.6.1.1.La gamme d’étalonnage 
Un volume de milieu matrice de 8 mL est mélangé avec 40µL de diméthylphénol (DMP) 
qui joue le rôle d’étalon interne de concentration 100 mg/L. Du NaCl à 375 g/L (3g pour 8 
mL) est ajouté au mélange pour favoriser la volatilisation du 4-éthylphénol et du 4-
vinylphénol. Toute la préparation est versée dans un flacon de 20 mL. Ce dernier est bouché 
hermétiquement avec un bouchon métallique contenant un septum.  
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Dans chaque flacon, différentes concentrations de 4-vinylphénol et de 4-éthylphénol sont 
ajoutées de façon à constituer une gamme étalon. Le domaine de linéarité de cette gamme 
dépend de la matrice utilisée et du composé dosé. 
 
3.6.1.2.Les échantillons  
Un volume d’echantillon est dilué dans du milieu matrice pour former un volume de 8 mL 
dans chaque flacon contenant 3 g de NaCl. Après dilution on ajoute 40 µL de diméthylphénol 
(DMP) à 100 mg/L pour jouer le rôle d’étalon interne. 
 
3.6.2. Système et appareillage 
Le chromatographe utilisé est un TRACE GC muni d’un injecteur  « split/splitless », 
associé à un spectromètre de masse, le POLARIS Q (Trappe d'ions) de chez Thermo Electron. 
L’injection des échantillons  s’est faite de manière automatisée grâce au Combi Pal en mode 
SPME. La colonne chromatographique retenue pour réaliser ces essais est une VF-23ms (30 
m x 0,25 mm, 0,25 µm) possédant une phase cyanopropyl de  chez Varian. 
Quant à l’acquisition des données, elle s’est effectuée grâce au  logiciel  « Xcalibur », 
associé à la base de données  « NIST Mass Spectral  Search Program », version 2.0, pour la 
recherche des spectres de masse. 
 
3.6.3. Extraction du 4-vinylphénol et du 4-éthylphénol 
L’extraction des composés volatils sur des fibres SPME (Solid phase micro extraction) 
mets en jeux des forces physiques d’adsorption et de désorption. En effet, la première étape se 
base sur un équilibre de partage entre une phase solide et une phase liquide ou gazeuse. La 
fibre est constituée d’une phase solide constituée d’un film de polymère, caractéristique à 
chaque adsorbat, qui enrobe une fibre en verre de silice. Une aiguille creuse et amovible 
protège cette fibre tout en lui permettant un mouvement libre dans sa cavité. La fibre utilisée 
dans notre cas est constituée d’un fin film de 0,85 μm en polyacrylate (Supelco inc.) 
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Figure II. 6. Différentes partie de la fibre pour SPME 
 
3.6.4. Extraction des composés et concentration 
Lors d’une extraction, l’aiguille perce le septum couvrant le flacon (Vial) contenant la 
préparation de l’échantillon, puis la fibre sort de la cavité creuse. Deux méthodes de contact 
de la phase solide avec l’échantillon peuvent être utilisées, la première trempe la fibre 
directement dans le liquide contenant les analytes, la seconde met la fibre au contact de la 
vapeur existante au dessus de la solution présente. Cette deuxième technique a été utilisée 
dans notre cas, elle est appelée « adsorption en espace de tête ». Un agitateur mécanique 
assure l’homogénéité et un four maintient le flacon d’échantillon à 55oC. Pendant 40 minutes, 
la fibre reste en contact avec la vapeur de l’échantillon contenant du 4-vinylphénol, 4-
éthylphénol, ainsi que l’étalon interne le DMP. 
 
3.6.5. Désorption du 4-vinylphénol et du 4-éthylphénol 
Après adsorption des 2 composés phénoliques, une phase de désorption a lieu en chambre 
d’injection. Ces composés sont alors entrainés par la phase mobile pour être séparés sur la 
colonne. Dans notre cas, la désorption s’effectue à 240°C durant 3 mn.  
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3.6.6. Séparation des phénols volatils 
Après injection en tête de colonne dans le mode « splitless », les composés entraînés par 
la phase mobile ont un temps de séjour différent dans la colonne. Ils sortiront ainsi l’un après 
l’autre et analysés par le spectromètre de masse. Le gaz vecteur utilisé est l’Helium avec un 
débit de 1 mL/min.  
 
3.6.7. Détection : Spectroscopie de masse (MS) 
Le principe de fonctionnement d’un spectromètre de masse repose sur l’action d’un 
champ électromagnétique sur une particule chargée. L’analyse par spectrométrie de masse 
nécessite par conséquent la formation initiale d’ions à l’état gazeux, à partir de l’échantillon. 
L’analyse des ions, c’est-à-dire leur séparation en fonction de leur rapport masse/charge, est 
réalisée grâce à l’action, soit d’un champ magnétique, soit d’un champ électrique, soit d’une 
combinaison des deux, chacun de ces champs pouvant être fixe ou variable.  
 
Figure II. 7. Extraction et désorption du 4-éthylphénol et le 4-vinylphénol lors de l’analyse 
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Le Spectroscope de masse utilisé (Thermo inc.) pour la détection des ions de 
désintégration du 4-vinylphénol et du 4-éthylphénol est constitué d’un ion trap system. La 
détection a été effectuée en mode SIM (Single Ion Monitoring) sur les ions de masse [106,5-
107,5  et 121,5-122,5] pour le 4-éthylphénol et [90,5-91,5 et 119,5-120,5] pour le 4-
vinylphénol. Des courbes de calibration ont été testées selon différentes concentrations et 
différentes matrices. Ces courbes corrélant la concentration avec le rapport des aires 
échantillon/étalon interne ont permis la quantification des concentrations des phénols volatils 
dans les échantillons. Le détail de la mise au point de la méthode sera présenté dans le 
chapitre 3. 
 
4. Lissage des données expérimentales 
Une macro Excel des fonctions spline cubiques g(t) a été utilisée pour le lissage de 
certaines courbes expérimentales. La fonction g(T) vérifie pour chaque couple de points 
expérimentaux (Ti, Xi) les conditions : 
 
dTTg
Tn
To
2)("∫ ,  minimum      et   20 ))()((∑ == −nii Xi XiTig σ   < S 
 
Avec,  
Xi : valeur expérimentale de la variable X au temps T 
Ti : Temps de prise de l’échantillon, compté à partir de l’ensemencement  
σ(Xi) : écart-type lié aux valeurs expérimentales de X 
n : nombre total de points expérimentaux 
S : constante de lissage 
 
La première condition vise à minimiser g"(T), la dérivée seconde des fonctions de lissage 
g(T). Ceci rend linéaire les jonctions des courbures les unes entre les autres, générant ainsi 
des fonctions lisses. La deuxième condition exerce une contrainte sur ce lissage. En effet, la 
somme des carrés des écarts entre les points expérimentaux et les points du lissage ne doit pas 
dépasser la constante ‘S’.  
Le programme permet à l’utilisateur de choisir la constante de lissage. En pratique, elle doit 
être choisie conformément aux règles suivantes : 
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• L’allure de la courbe dérivée g’(T) doit être physiquement significative. 
• La courbe g(T) ne doit pas dépasser graphiquement les barres d’erreur sur les points 
expérimentaux. 
 
5. Calcul des paramètres cinétiques 
5.1. Biomasse. 
La concentration de la biomasse est définie comme étant le nombre de cellules dans 
chaque  mL de solution.  
 
o La vitesse de production de la biomasse est alors définie comme étant (rx) : 
dt
dXhmLcellrx =)//(
 
Avec )( if XXdX −=   et )( if ttdt −=  
 
o La vitesse spécifique de croissance sera la vitesse de production ramenée à la 
population : 
dt
dX
X
h 1)( 1 =−μ
 
 
5.2. La bioconversion 
La concentration du substrat est notée Pc pour l’acide p-coumarique et Vp pour le 4-
vinylphénol. Elle est exprimée en mmol/L. La concentration du produit final Ep (4-
éthylphénol) est aussi exprimée en mmol/L. Nous définissons ainsi, 
 
o La vitesse de consommation du substrat (rs) avec S = Pc ou Vp : 
dt
dShLmmolrs =)//(
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o La vitesse spécifique de consommation du substrat, égale à la vitesse de 
consommation ramenée à la cellule. 
dt
dS
X
hcellulemolVs
1)//( =
 
 
o De même, la vitesse de production du produit (rp) avec P = EP : 
dt
dPhLmmolrp =)//(
 
 
o Et la vitesse spécifique de production du produit :  
dt
dP
X
hcellulemolVp
1)//( =
 
 
5.3. Rendements et taux de production 
 
o Le taux de conversion du substrat (acide p-coumarique ou bien 4-vinylphénol) est 
défini comme étant le pourcentage du substrat consommé. 
0
0
S
PPf −=τ x 100 
 
o Le rendement en produit est défini comme étant le pourcentage du substrat transformé 
en produit 
f
f
SS
PP
−
−=
0
0ρ x 100 
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1. Introduction 
A ce jour, il n’est pas clairement établi que la bioconversion de l’acide p-coumarique en 
4-éthylphénol dans la cellule est la seule voie de transformation de cet acide 
hydroxycinnamique chez Brettanomyces sp. De même, la cinétique de cette réaction n’a, à 
notre connaissance, que très peu été étudiée. 
La première étape pour suivre les cinétiques de la bioconversion serait alors de mettre au 
point les méthodes analytiques optimales pour suivre la consommation des substrats (p-
coumarique et 4-vinylphénol) ainsi que l'apparition des produits (4-vinylphénol et 4-
éthylphénol). Jusqu’à présent, l’évaluation dans un vin de la bioconversion en question était 
basée sur la production des 4-éthylphénols. Très peu de travaux s’intéressaient au suivi de 
l’acide p-coumarique qui pourtant est le substrat clé de toute la chaîne de production.  
Les méthodes analytiques destinées à l’étude des composés phénoliques dans les vins sont 
nombreuses, elles ont été présentées dans la partie bibliographique. Sachant que le choix 
d’une méthode doit prendre en compte plusieurs facteurs tels que le coût de l’analyse, la 
disponibilité du matériel ainsi que la précision et la sensibilité en fonction du temps d’étude, 
aucune des méthodes présentées n’était adaptée dans le contexte de notre étude. Lors de nos 
expériences, le nombre d’analyses d’acide p-coumarique, de 4-vinylphénols et 4-éthylphénols 
devrait être important, avec des nombreuses répétitions. Il était donc important d'optimiser les 
méthodes pour le suivi de ces constituants.  
La première partie de ce chapitre donne les détails de la mise au point d'une méthode 
HPLC-UV pour le suivi de l'acide p-coumarique. La seconde partie présente la mise au point 
d'une méthode GC-MS pour l’analyse simultanée du 4-vinylphénol et du 4-éthylphénol. 
 
2. Mise au point de la Méthode de dosage de l’acide p-coumarique 
2.1. Validation du pic de l'acide p-coumarique 
Les conditions opératoires ainsi que l'appareillage utilisé ont été présentés en détails dans 
la partie « Matériels et Méthodes ». Toutefois, le choix des conditions optimales a impliqué 
plusieurs essais et validations statistiques.  
Tout d'abord, l’uniformité des pics de l’acide p-coumarique a été étudiée dans une 
solution hydroalcolique (10% v/v) et dans un milieu vin synthétique contenant chacun 10 
mg/L d’acide p-coumarique,  et enfin dans un vrai vin.  
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Le temps de rétention trouvé dans les trois milieux est 12,54 ± 0,23 min (Figures 1, 2 et 
3). La répétabilité du temps de rétention a été vérifiée dans cette zone tout le long des essais. 
D'autre part, et afin de révéler les interférences des différentes matrices sur les pics 
chromatographiques dans la zone d’élution théorique, la spécificité a été étudiée en analysant 
cinq échantillons exempts d’acide p-coumarique de chaque type de matrice. Aucun des 
milieux n’a montré un pic significatif dans la région des temps de rétention entre 10 et 15 
minutes. 
 
 
 
 
Figure III. 1. Chromatogramme de l’acide p-coumarique dans une matrice hydroalcoolique ( 10% v/v) 
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Dans le cas du vrai vin, comme un milieu similaire à l'échantillon mais exempt d'acide p-
coumarique n'existe pas, la nature du pic retrouvé à 12,286 minutes a été vérifiée avec un 
ajout de 3 mg/L d'acide p-coumarique. L'analyse HPLC donne alors un nouveau pic au même 
temps de rétention, mais avec une aire supérieure. Le pic a été ainsi reconnu comme étant 
celui de l’acide p-coumarique (Figures 3 et 4). 
 
 
Figure III. 2. Chromatogramme de l’acide p-coumarique dans un milieu vin synthétique 
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Figure III. 3. Chromatogramme de l’acide p-coumarique dans un vin réel 
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Figure III. 4.Chromatogramme de l’acide p-coumarique dans un vin réel  
après ajout de 3mg/L d’acide p-coumarique 
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2.2. Validation de la méthode analytique 
Afin de valider la méthode analytique, plusieurs tests ont été effectués selon les directives 
de la commission européenne (2002/657/EC). Ces procédures seront décrites l’une après 
l’autre dans les paragraphes qui suivent.   
 
2.2.1. Etude de la Robustesse : 
La robustesse a été étudiée en évaluant les variations observées sur les chromatogrammes 
de l’acide p-coumarique engendrées par de petites modifications dans la méthode. Ainsi, la 
température, le pH de la phase mobile et le débit de la pompe ont été variés. 
Les solutions d’acide p-coumarique ont été analysées à température ambiante, à 30 et à 
35oC. Ces essais ont tous montré que la forme du pic, la résolution, ainsi que le temps de 
rétention sont restés quasi constants. 
D’autre part, le pH de la phase mobile et du milieu ont été modifiés 3 fois, en appliquant 
les valeurs : 3,2, 3,5 et 3,7. D’une façon générale, le temps de rétention diminue quand le pH 
diminue. Cette variation du temps de rétention est toutefois peu significative, à cause de la 
grande spécificité du pic d’acide p-coumarique d’une part, et à cause de la variation des pH 
des vins qui restent dans une gamme étroite (3,1 à 3,8 environ). Ceci implique un effet 
négligeable sur le temps de rétention du pic de l’acide p-coumarique. 
Enfin, trois débits différents ont été appliqués. Les débits choisis étaient : 0,6, 0,7 et 0,8 
mL/min. Le temps de rétention a été amélioré aux débits plus élevés. Ainsi, le débit de 0,8 
mL/min diminue le temps de rétention de 6 minutes en moyenne.  
Cependant, si les temps de rétention se sont améliorés avec le pH et le débit, la résolution 
n’est pas restée constante avec la variation de ces paramètres. Ces essais nous ont alors 
permis de fixer le débit à 0,7 mL/min, la température à 30°C, et le pH de la phase mobile à 
3,5. 
 
2.2.2. Droites d’étalonnage 
Sept concentrations allant de 0,04 à 10 mg/L d’acide p-coumarique ont permis de traçer la 
droite de calibration. Les dilutions ont été effectuées à partir d’une solution mère 
hydroalcoolique (10 %v/v éthanol) d’acide p-coumarique.  
Les courbes de calibration ont été tracées grâce à la régression linéaire (méthode des 
moindres carrés) où les aires des pics ont été corrélées à leurs concentrations correspondantes, 
selon l’équation : 
y = mx + C, 
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Les droites d’étalonnage ont été répétées trois fois lors de chaque validation. Le test de 
Fisher confirmait la reproductibilité de la droite avec un seuil de confiance de 95%. La 
linéarité de la courbe de calibration a été validée dans la zone de concentration étudiée avec 
un coefficient de corrélation toujours supérieur à 0,999. 
 
2.2.3. Détermination de la limite de quantification  (LOQ) et de la limite de 
détection (LOD) 
Les limites de détection et de quantification on été calculées en se basant sur la déviation 
de la pente de la droite d’étalonnage. Sachant que α est l’écart type des différentes valeurs de 
l’intersection des droites d’étalonnages avec l’axe des ordonnés et que S est la pente moyenne 
des droites de régression, on définit alors la limite de détection comme étant la valeur : 
 
LOD = 3,3 α/S 
 
De même, la valeur de la limite de quantification est définie comme étant : 
 
LOQ = 10 α/S 
 
La limite de détection trouvée a pour valeur 0,01 mg/L et la limite de quantification 0,04 
mg/L.  
 
2.2.4. Etude de la précision et du recouvrement moyen 
Il n’existe pas de standards certifiés de solution d’acide p-coumarique permettant l’étude 
de la précision de la méthode à l’aide d’étalons. Pour cela, on a eu recours à l’étude du 
recouvrement. L’étude du recouvrement consiste à répéter plusieurs injections d’une 
concentration théorique connue d’acide p-coumarique et d’étudier ensuite la précision de la 
répétition. En d’autres termes, le recouvrement représente le pourcentage de similitude entre 
une valeur trouvée et une valeur connue d’un échantillon donné. Ces études ont été effectuées 
en utilisant des échantillons à trois concentrations différentes, y compris la concentration 
correspondante à la limite de quantification. En appliquant ces tests aux droites d’étalonnages 
décrites ci-dessus, le recouvrement de l’acide p-coumarique trouvé est 99,76% ± 2,3 (Tableau 
1). 
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Tableau III. 1. Etude du recouvrement de l’acide p-coumarique 
 Concentration trouvée 
(mg/L) 
Concentration 
ajoutée (mg/L) 
Inj. 1 Inj. 2 Inj. 3 
Moyenne 
± SD 
(mg/L) 
Recouvrement 
(%) 
Recouvrement 
moyen  ± SD 
(%) 
0,04 0,042 0,041 0,039 0,04 ± 
0,001 
101,667 
3 2,875 2,956 2,902 2,91 ± 
0,04 
97,033 
8 8,024 7,994 8,123 8,05 ± 
0,07 
100,588 
99,76 ± 2,42 
 
 
 
2.2.5. Etude de la répétabilité et de la reproductibilité 
Afin de définir la répétabilité, des échantillons ont été préparés et testés en utilisant six 
concentrations d’acide p-coumarique, dont la concentration correspondante à la limite de 
quantification. Chaque concentration a été répétée six fois dans un même jour (précision 
intrajour). Le coefficient de variation pour chacune des injections est trouvé en dessous du 
seuil d'acceptation fixé à 5 % (Tableau 2).  
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Tableau III. 2. Etude de la répétabilité (Précision intra jour) 
Répétabilité 
(intra jour) 
Concentration trouvée (mg/L) 
Concentration 
ajoutée (mg/L) 
inj.1 inj.2 inj.3 inj.4 inj.5 inj.6 
Moyenne 
(mg/L) ± 
SD 
Coefficient
de 
variation 
% 
0,04 0,039 0,038 0,043 0,042 0,039 0,041 0,04 ± 
0,002 
4,875 
1 1,014 1,032 1,120 0,996 0,966 1,023 1,025 ± 
0,052 
5,073 
3 2,890 2,896 2,945 3,054 3,198 2,983 2,994 ± 
0,117 
3,899 
6 6,078 6,235 5,898 5,798 6,234 6,145 6,064 ± 
0,181 
2,979 
8 8,132 8,034 7,896 8,281 7,936 7,995 8,045 ± 
0,141 
1,757 
10 9,998 9,987 10,234 9,994 10,023 10,124 10,06 ± 
0,099 
0,987 
 
Enfin, la reproductibilité a été validée (Tableau 3). Une concentration de 10 mg/L d’acide 
p-coumarique a été injectée à partir d’une solution fraichement préparée durant 6 jours 
consécutifs (précision interjour).  Le coefficient de variation est resté inférieur à 1% pour la 
totalité des essais. La méthode présente donc les qualités requises. 
  
Tableau III. 3. Etude de la reproductibilité (Précision inter jour) 
Reproductibilité 
(inter jour) 
Concentration trouvée (mg/L) 
Concentration 
ajoutée (mg/L) 
inj.1 inj.2 inj.3 inj.4 inj.5 inj.6 
Moyenne 
± SD 
(mg/L) 
Coefficient 
de variation 
% 
10 9,983 9,894 10,104 9,984 10,133 10,024
10,02 ± 
0,088 
0,874 
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2.2.6. Etude de la quantification dans un vin commercial  
L'application de la méthode dans un vin commercial a été vérifiée. En effet, le pic de 
l'acide p-coumarique trouvé dans le vin merlot testé a une aire de 529750 ± 435. Cette aire 
correspond à la concentration de 1,95 ± 0,02 mg/L. Une masse d'acide p-coumarique 
correspondante à la concentration de 3 mg/L a été ajoutée, puis l'échantillon homogénéisé. 
L'analyse HPLC donne un nouveau pic qui a une aire de 1318453 ± 523. La différence des 
aires après et avant ajout, est de 788703 ± 632, ce qui correspond à une concentration de 2,95 
± 0,03 mg/L (Fig. 3 et 4).   
Cette étude montre que cette méthode de quantification de l’acide p-coumarique est utilisable 
dans un vin réel. 
 
2.2.7. Etude de la stabilité des échantillons de l’acide p-coumarique 
La stabilité de l'acide p-coumarique dans les échantillons a été évaluée en étudiant la 
stabilité des échantillons fermentés ainsi que celle des solutions qui ont servi à établir les 
courbes de calibration.  
Pour les échantillons de la courbe de calibration, chaque concentration a été analysée 
après préparation, ensuite après stockage à +4oC pendant 1 jour, 1 semaine et 1 mois. Les 
résultats ont montré que l'acide p-coumarique est instable avec le temps et une diminution très 
significative de sa concentration a été remarquée. De même, tout en restant linéaire, les pentes 
des droites d’étalonnage diminuaient systématiquement avec le temps lorsque les solutions 
étaient gardées à température ambiante. 
D'autre part, les échantillons issus de la fermentation ont été centrifugés et les surnageants 
ont été stockés à -20oC. Des analyses dans le temps ont été effectuées après 1 jour, 1 semaine 
et 1 mois. Les résultats montrent que lorsqu’il est stocké à -20oC, l’acide p-coumarique est 
stable. La précipitation de l’acide tartrique ne provoque pas de perte de l’acide p-coumarique 
dans les échantillons. 
2.3. Etude des paramètres de la méthode 
Plusieurs facteurs chromatographiques peuvent être calculés et comparés avec les valeurs 
de références. Ces facteurs chromatographiques sont divisés en deux groupes : géométriques 
définissant l’allure du chromatogramme et paramètres de performances.  
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2.3.1. Paramètres géométriques 
2.3.1.1.Nombre de plateaux théoriques 
Le nombre de plateaux théoriques donne une indication de l’efficacité du système 
chromatographique étudié. Ce nombre est calculé en appliquant la formule : 
2)(16
W
tN r=  
Où W est la largeur du pic d’acide p-coumarique à la ligne de base et où tr est le temps de 
rétention de l’acide p-coumarique.  
 
Les valeurs de N trouvées dans chacun de nos milieux et dans nos conditions de travail sont 
les suivantes : 
  
Tableau III. 4. Nombre de plateaux théoriques selon les conditions 
Milieu N 
Hydroalcoolique 
(10 % v/v EtOH) 
3964 
Vin Synthétique 3183 
Vin Merlot 3783 
 
 
N est caractéristique d'un système chromatographique (colonne + solvants + composés à 
séparer). Plus le pic est fin, plus N est grand et donc plus la colonne est efficace.  
 
2.3.1.2.Asymétrie du Pic 
De même, l’asymétrie du pic a été évaluée. Cet indicateur est défini par : 
A
BAs =  
Où B et A sont respectivement les parties droites et gauches du segment de droite traversant le 
pic chromatographique à 10 % de sa hauteur.  
La valeur du facteur d’asymétrie est 1,05. Cette valeur est inférieure à la limite seuil 
acceptable qui est 1,2. 
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2.3.2. Paramètres de performance 
2.3.2.1.Facteur de capacité 
Le facteur de capacité (ou de rétention) est un indicateur qui mesure le degré de rétention du 
composé dans la colonne par rapport au temps mort tm relatif au solvant non retenu. Ce 
facteur est calculé en appliquant la formule : 
m
mr
t
tt
K −='  
Où tr est le temps de rétention de l’acide p-coumarique et tm est le temps de rétention du 
solvant. 
 
En considérant le premier pic comme étant le pic le plus proche au pic d’acide p-coumarique, 
à sa gauche dans le chromatogramme, les différentes valeurs trouvées de K’ sont les 
suivantes :  
 
Tableau III. 5. Valeurs des facteurs de capacité selon les conditions 
Milieu K’ 
Hydroalcoolique 
(10 % v/v EtOH) 
1,66 
Vin Synthétique 3,37 
Vin Merlot 4,11 
 
2.3.2.2.Facteur de séparation 
Le facteur de séparation α représente la distinction du pic de l’acide p-coumarique des 
autres pics chromatographiques des composés du milieu. Il est défini par :  
a
b
K
K
'
'=α  
où K’b est le facteur de capacité du second pic (pic de l’acide p-coumarique) et K’a est le 
facteur de capacité du premier pic significatif le plus proche de celui de l’acide p-coumarique. 
Les différentes valeurs de α trouvées sont : 
 
 
Mise au point des methods analytiques 
 83
Tableau III. 6. Valeurs des facteurs de séparation selon les conditions 
Milieu α 
Vin Synthétique 1,97 
Vin Merlot 1,32 
 
Les facteurs de séparation calculés dans notre cas sont acceptables, sachant qu’ils sont 
supérieurs à 1.  
2.3.2.3.La résolution 
Le dernier indicateur de performance de la méthode est l’étude de la résolution. En effet, 
la résolution (Rs) est définie comme la capacité d’une méthode à séparer deux pics adjacents. 
Elle est calculée par la formule : 
)
'1
'
)(1(
4
1
b
b
b K
K
NRs +
−= α
α  
Les valeurs de Rs trouvées sont présentées dans le tableau 7. Elles sont acceptables car 
supérieures à 2.5. 
 
 
Tableau III. 7. Valeurs de la résolution selon les conditions 
Milieu Rs 
Vin Synthétique 5,35 
Vin Merlot 2,99 
 
 
Le but de l’étude des paramètres chromatographiques de la méthode est de montrer d’une 
part l’efficacité du système, et d’autre part d’avoir des indicateurs de performances 
permettant le suivi de l’évolution de la performance. Les facteurs calculés montrent tous que 
la méthode appliquée est assez performante pour la séparation du pic de l’acide p-coumarique 
des autres composés. La bonne résolution est accompagnée d’une bonne finesse des pics les 
rendant gaussiens. 
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3. Mise au point de la méthode de dosage des 4-vinyl et 4-ethyl phénols par GC/MS. 
La méthode de chromatographie en phase gazeuse, couplée à la spectroscopie de masse 
présentée ci-dessous a été élaborée en se basant sur les méthodes de même type relevées dans 
la littérature, celle publiée par Monje et al. (2001) essentiellement. Elle sera utilisée pour le 
dosage simultané du 4-éthylphénol et du 4-vinylphénol. 
 
3.1. Conditions opératoires et paramètres de la méthode 
La méthode se résume en 4 parties essentielles : 
 
o préparation de l’échantillon 
o adsorption sur SPME puis désorption 
o séparation des composés en colonne 
o détection par MS et quantification 
 
 
Le résultat optimisé de ces 4 parties est décrit d’une façon détaillée dans la partie 
« Matériels et Méthodes ». Nous allons présenter toutefois le programme de température 
appliqué au four de la colonne après injection des composés. Le programme de ce gradient est 
résumé dans la figure 5. Un premier palier garde la température fixe à 40oC pendant 1 minute. 
Juste après, une première rampe fait augmenter la température à raison de 20oC/min. Lorsque 
la température atteint 190oC, une deuxième rampe de température prend place pour 
augmenter la température de 2oC par minute jusqu’à 220oC. Enfin, un dernier palier stabilise 
la température pendant 4 minutes. 
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Les conditions chromatographiques imposées ont mené au chromatogramme de la figure 6 
  
 
Figure III. 6. Chromatogramme du 4-vinylphénol  et du 4-éthylphénol 
Figure III. 5. Gradient de température appliqué au four lors de l’élution 
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Les trois composés cibles sont élués avec les temps de rétentions spécifiques présentés dans 
le tableau 8. 
 
Tableau III. 8. Temps de rétention spécifiques 
Composé Tr (min) 
4-éthylphénol 20,04 
DMP (étalon interne) 20,93 
4-vinylphénol 21,38 
 
3.2. Etude de la performance 
La validation statistique de la méthode a été effectuée pour le 4-vinylphénol ainsi que 
pour le 4-éthylphénol en présence de l’étalon interne. Les courbes d’étalonnage obtenues pour 
le 4-éthylphénol sont linéaires entre 0,5 et 300 μg/L et celles du 4-vinylphénol entre 5 et 3000 
μg/L. Lors des validations statistiques, ces droites ont été répétées trois fois. Les coefficients 
de corrélation sont respectivement r2 = 0,9978 pour le 4-éthylphénol et r2 =0,9998 pour le 4-
vinylphénol.  
 
Les limites de détection et de quantification ont été calculées à partir des droites 
d’étalonnage relatives à chacun des composés. Ces valeurs sont estimées à l’aide des 
formules citées dans la partie HPLC (paragraphe 2.2.3). 
Pour le 4-éthylphénol, la limite de détection trouvée a pour valeur 5 μg/L, alors que la limite 
de quantification est de 17 μg/L. Pour le 4-vinylphénol, la limite de détection est de 40 μg/L, 
et celle de quantification de 120 μg/L. Ces limites sont compatibles avec les concentrations 
des phénols volatils dans les « vrais » vins. 
En comparant nos résultats sur ces valeurs limites avec ceux de la littérature (Tableau 9), 
notre méthode apparaît performante par rapport aux domaines de linéarité et des types de 
détecteurs utilisés. 
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Tableau III. 9. Différents paramètres trouvés dans la littérature 
4-vinylphénol 
Linéarité (μg/L) LD (μg/L) LQ (μg/L) Type de détection Références 
bibliographiques 
48 – 3853 
(r2 = 0,9990) 
5 15 MS Mejias et al. (2003) 
52 - 5150 
(r2 = 0,9964) 
373 1244 MS Diez et al. (2004) 
2,76 - 1714 
(r2 = 0,9990) 
0,12 0,40 MS-MS Pizarro et al. (2007) 
5 - 3000  
(r2 =0,9998) 
40 120 MS Résultats de ce 
travail 
4-éthylphénol 
Linéarité (μg/L) LD (μg/L) LQ (μg/L) Type de détection Références 
bibliographiques 
200 - 1800 
(r2 = 0,9800) 
2 5 FID Martorell et al. 
(2002) 
17 - 3041 
(r2 = 0,9989) 
19 81 MS Mejias et al. (2003) 
50 - 1080 
(r2 = 0,9999) 
6 21 MS Diez et al. (2004) 
2,76 - 1714 
(r2 = 0,9950) 
0,06 0,20 MS-MS Pizarro et al. (2007) 
0,5 - 300 
(r2 = 0,9978) 
5 17 MS Résultats de ce 
travail 
 
3.2.1. Etude de la répétabilité et de la stabilité des échantillons 
La répétabilité de la procédure a été évaluée après cinq répétitions consécutives de 
solutions préparées à deux concentrations différentes : 25 et 100 μg/L pour le 4-éthylphénol et 
250 et 1000 μg/L pour le 4-vinylphénol. Les résultats exprimés en %RSD sont montrés dans 
le tableau 10. Ils varient de 0,7 à 10,1 %. La répétabilité obtenue peut alors être considérée 
acceptable dans tous les cas étudiés. 
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Tableau III. 10. Etude de la répétabilité 
Composé 4- vinylphénol 4-éthylphénol (μg/L) 
Quantité testée (μg/L) 250 1000 25 100 
RSD (%) 8,4 0,7 10,1 4 
 
D’autre part, la stabilité des échantillons lors de la réfrigération a été évaluée. Trois 
concentrations d’échantillons ont été testées juste après préparation et 1 mois après 
réfrigération à -20oC. Les résultats ne montrent aucune variation significative des 
concentrations. Cela ne donne pas simplement un indice sur la stabilité des échantillons, mais 
aussi sur la reproductibilité et la robustesse de la méthode analytique. 
 
3.3. Etude de l’effet de la matrice 
Le vin réel ou synthétique forme une matrice assez complexe et sa composition peut avoir 
un effet considérable sur la procédure d’extraction. Afin de tester l’effet de la matrice, les 
pentes des droites de calibrations effectuées dans les différents milieux ont été comparées en 
utilisant le test de student (T-test). Un milieu synthétique vin, un milieu tampon phosphate 
citrate et un milieu jus de raisin ont été utilisés avec leurs droites de régression 
correspondantes. Chaque droite a été reproduite trois fois. Avant de comparer les pentes entre 
elles, il est important de s’assurer que les variances sont homogènes. Le test de Fisher (F-test) 
compare deux variances. F observé doit être inférieur à la valeur théorique déterminée pour 
un seuil de risque choisi.   
 
Dans notre cas d’étude, l’homogénéité de la variance a été vérifiée avec un seuil de confiance 
de 5%. L’hypothèse nulle Ho choisie propose que les pentes des droites d’étalonnage pour 
chaque composé et dans chaque matrice ne soient pas significativement différentes. 
 
Sachant que la valeur de la variance couplée pour deux pentes est : 
)2(
)1()1(
21
2
22
2
11
−+
−+−=
nn
snsns
 
 
Avec s1 et s2 écarts types des pentes 1 et 2, et n = 3, la valeur de « t » observée est donnée 
par : 
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m1 et m2  sont les moyennes des pentes. 
 
La valeur de « t » est appelée valeur critique du test de Student. Les différentes valeurs de 
« t » calculées sont données dans le tableau suivant : 
 
Tableau III. 11. Résultats du test de Student à 5% de seuil de confiance 
Pentes Jus de raisin/ 
vin synthétique 
Vin synthétique/ 
tampon 
Tampon / 
Jus de Raisin 
t-critique (EP) 0,4 0,29 0,2 
t-critique (VP) 0,04 0,035 0,08 
 
 
Les valeurs retrouvées pour « t » critiques sont dans tous les cas inférieures à la valeur de la 
table de Student qui est 2,9 pour un seuil de confiance de 0,05.  
Ceci ne nous permet pas de rejeter l’hypothèse nulle. Les pentes ne sont donc pas 
significativement différentes. Nous retrouvons avec ce résultat la constatation de Pizarro 
(2007) pour le cas de milieux synthétiques. Par contre, selon lui l’effet de la matrice est 
beaucoup plus prononcé dans les vrais vins, ce qui n’a pas été testé dans le cas de notre étude. 
 
4. Conclusion 
Ce chapitre présente les résultats de plusieurs essais qui ont abouti à la mise au point de 
deux méthodes chromatographiques. 
 
La première est une méthode HPLC avec une détection UV. Cette méthode sera utilisée 
pour le suivi de l’acide p-coumarique lors de nos fermentations.  
Les caractéristiques essentielles de cette méthode sont sa rapidité, sa précision et sa 
robustesse. Sa mise en œuvre assez simple met encore plus en valeur la limite de 
détection trouvée (0,01 mg/L) et celle de quantification (0,04 mg/L). Ces limites sont 
largement suffisantes pour déterminer avec précision la quantité d’acide p-coumarique 
disponible à la levure lors des études de la bioconversion.  
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Enfin, les paramètres chromatographiques calculés rendent le système fiable et 
comparable avec les méthodes de même type mais plus lourdes à mettre en oeuvre. 
Toutefois, l’acide p-coumarique ne semble pas être très stable en solution comme l’ont 
montré les études de stabilité. Il est ainsi conseillé d’utiliser toujours des étalons 
fraîchement préparés. Cette instabilité sera étudiée dans le chapitre suivant. 
 
La deuxième méthode élaborée est une méthode chromatographique en phase gazeuse. 
Elle est couplée à une détection de spectroscopie de masse (GC-MS). En comparant cette 
méthode aux méthodes présentes dans la littérature, une amélioration est apportée 
quand au temps et au coût de l’analyse. D’autre part, il est important de signaler que les 
zones inférieures des domaines de linéarité des courbes d’étalonnage, effectuées pour 
chacun des phénols volatils étudiés, sont plus basses (< 1 μg/L) que celles des méthodes 
de même type (GC-MS) de la littérature.  
 
Couplées, ces deux méthodes permettrons l’étude simultanée de la consommation de 
l’acide p-coumarique ainsi que celle de l’apparition du 4-vinylphénol et du 4-
éthylphénol dans les différents milieux et donc de suivre avec précision la globalité des 
constituants intervenant dans la réaction de bioconversion.  
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1. Problématique  
Le voile accompagnant l’acide p-coumarique dans les publications et surtout le peu de 
données présentes décrivant son mécanisme de consommation et sa cinétique de disparition 
étaient un obstacle et un vrai défi à résoudre avant de pouvoir étudier les cinétiques de la 
bioconversion. Jusqu’à présent, les auteurs présentent l’apparition du 4-éthylphénol dans les 
vins en fonction de la population de Brettanomyces présente, mais très peu de données 
montrent et interprètent la cinétique de consommation de l’acide p-coumarique. Les calculs 
des rendements de bioconversion sont alors effectués à partir de la quantité initiale d’acide p-
coumarique ajoutée dans les milieux. Pourtant, la difficulté de la manipulation avec l’acide p-
coumarique, quant à sa dissolution, son dosage et son instabilité a été évoquée plusieurs fois 
dans notre synthèse bibliographique. Les imprécisions sur l’évaluation de la quantité d’acide 
p-coumarique sont donc limitantes pour l’étude du bilan matière de la bioconversion et le 
calcul du rendement vrai de cette réaction.  
Deux problèmes majeurs sont évoqués pour l’utilisation de l’acide p-coumarique : une 
perte constatée après autoclavage des milieux (Medawar et al., 2003), ainsi qu’une perte lors 
du dosage dans un milieu complexe tel que le vin (O’Neill et al., 1998).  
Lors de nos premières expériences plusieurs difficultés ont été rencontrées, tout 
particulièrement, lors des études de cinétique de la bioconversion. Comme ces auteurs, nous 
avons constaté qu’une quantité non négligeable de cet acide disparaissait au temps zéro des 
fermentations. La quantité dosée au temps initial était toujours inférieure à la quantité 
théorique pesée et ajoutée.  
Ainsi, afin d’évaluer la quantité réelle de l’acide p-coumarique disponible pour la levure 
dans le milieu de fermentation, la réactivité physique de l’acide p-coumarique dans nos 
milieux a été étudiée. Les effets de l’oxygène, de la lumière et de la température ont été testés 
en premier lieu. En deuxième lieu, nous nous sommes intéressés à l’interaction de l’acide p-
coumarique avec les composants chimiques et biologiques du milieu. 
 
2. Etude de la réactivité physique de l’acide p-coumarique   
2.1. Etude de la stabilité de l’acide p-coumarique avec l’oxygène et la lumière 
Expérimentalement, nous constatons qu’une solution d’acide p-coumarique laissée à l’air 
libre prend une teinte jaunâtre. L’apparition de cette couleur jaune est accrue à un pH de 3,5. 
Ce phénomène peut être dû à des réactions d’oxydation.  
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Pour évaluer la stabilité de l’acide p-coumarique avec la lumière du jour, deux solutions 
hydroalcooliques (10 %v/v éthanol) ont été préparées en Erlenmeyers bouchés de 500 mL, 
avec un volume de solution de 300 mL. La première solution contenait 40 mg/L d’acide p-
coumarique, la deuxième en était exempte et constituait le blanc du dosage. Ces deux 
solutions ont été agitées à 250 tours/min, à la température ambiante pendant 10 jours. Un 
prélèvement régulier a été effectué deux fois par jour et suivi par spectrophotométrie UV afin 
de relever les différentes valeurs de l’absorbance à 305 nm. Les résultats de l’analyse 
montrent qu’il n’existe pas de différence significative (à 95% de confiance) après dix jours. 
La figure 1 montre l’absence de variation du spectre entre 1 et 10 jours pour des longueurs 
d’ondes comprises entre 200 et 350 nm. La lumière du jour n’a donc aucun effet sur la 
stabilité de l’acide p-coumarique dans un milieu hydro-alcoolique à 10%. 
 
(nm)
 
Figure IV. 2. Stabilité de l’acide p-coumarique à la lumière du jour et à l’oxygène disponible 
 (♦) temps initial, (♦) après 10 jours 
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2.2. Etude de la stabilité de l’acide p-coumarique aux températures élevées. 
Sachant que la dissolution de l’acide p-coumarique est facilitée avec des températures 
plus élevées que la température ambiante, nous avons voulu vérifier l’effet des températures 
élevées sur sa stabilité dans des conditions œnologiques.  
Deux solutions de type synthétique vin (MSV) à 40 mg/L en acide p-coumarique ont été 
préparées en fioles de 50 mL. Ces solutions gardées à l’abri de l’air et de la lumière ont été 
placées à 20°C et 75°C pendant 30 heures. Des prélèvements réguliers ont été effectués et les 
échantillons ont été dosés par spectrophotométrie UV à 305 nm afin de suivre la variation de 
l’absorbance de l’acide p-coumarique. Les résultats montrent qu’à 20°C l’absorbance reste 
constante, alors que cette dernière diminue de 12% lorsque la température est de 75oC (Figure 
2).  
 
 
Figure IV. 3. Stabilité de l’acide p-coumarique avec la température pendant 30h 
(♦) 20°C,  (□) 75oC 
 
Toujours afin d’évaluer l’influence de la température, les variations de l’absorbance ont 
été mesurées pour deux solutions avant et après autoclavage. L’étude à 305 nm montre que la 
perte est de 26% (de 0,65 à 0,481) après un autoclavage de 10 minutes à 120°C. Par contre, la 
variation de l’absorbance d’une solution témoin exempte d’acide p-coumarique est nulle.  Ces 
résultats montrent que cet acide est instable avec l’élévation de la température. Dans toutes 
nos expérimentations, l’ajout d’acide p-coumarique dans les solutions se fera donc après 
autoclavage. Par contre, dans nos conditions de travail (20°C et 30°C exceptionnellement), 
nous le considèrerons stable vis à vis de la température. 
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2.3. Constatations générales sur la dissolution de l’acide p-coumarique 
L’acide p-coumarique se présente de façon commerciale sous l’aspect d’une poudre 
cristalline de couleur blanche ou bien brunâtre. Il doit donc être dissous pour être disponible 
pour les microorganismes lors d’une fermentation. Toutefois, la dissolution de cet acide dans 
un milieu aqueux est assez difficile. En effet, dans de l’eau ultra pure, la dissolution de l’acide 
p-coumarique se produit au bout d’un temps assez long (plusieurs heures) mais, environ 40 
heures après, des filaments blancs très fins apparaissent (Figure 3). La solubilité de cet acide 
dans l’eau est donc très faible. D’après Tsuchiyama et al. (2007), les esters correspondants 
peuvent être dissous plus facilement, mais dans le contexte de notre étude sur la 
bioconversion spécifique de l’acide p-coumarique, nous avons choisi d’utiliser cet acide sous 
sa forme pure.  
 
 
 
 
La solubilité de l’acide p-coumarique pur croît avec la nature organique du solvant et 
diminue quand ce solvant est de plus en plus polaire. Ceci s’est vérifié avec l’utilisation de 
plusieurs solvants lors de différentes expériences. Nous avons ainsi remarqué que la poudre 
cristalline se solubilisait quasi instantanément dans l’acétonitrile ou bien le DMSO, moins 
rapidement dans l’éthanol où une agitation était nécessaire pour faire passer toute la poudre 
en solution, et très difficilement dans l’eau pure.  
Après avoir montré que cet acide est instable aux températures de l’autoclavage, il nous 
reste la possibilité de l’ajouter stérilement, soit après autoclavage des milieux, soit en cours 
de fermentation.  
Figure IV. 4. Difficulté de la dissolution de l’acide p-coumarique dans l’eau 
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La dissolution de cet acide étant obligatoire, l’éthanol est le choix quasi unique de 
solvant, car nul autre ne fait partie de la composition des vins. Plusieurs auteurs proposent la 
dissolution de cet acide dans un solvant hydroalcoolique, et ceci avec différentes proportions 
en éthanol (Tuzen et Ozdemir, 2003).  
Ceci nous a poussé à étudier plus spécifiquement la dissolution de l’acide p-coumarique 
en fonction de la concentration du solvant en éthanol. Ainsi, 10 mg/L de cet acide ont été 
ajoutés dans des milieux synthétiques vin, après avoir été dissous au préalable dans de 
l’éthanol pur ou dans de l’éthanol à 10% (v/v). Des prélèvements réguliers de ces deux 
solutions ont été dosés par spectrophotométrie en UV, à 305 nm, pendant 120 heures. Les 
résultats sont présentés sur la figure 4. 
 
 
Figure IV. 5. Dissolution de l’acide p-coumarique dans un solvant hydroalcoolique. 
(□) 10 % v/v éthanol-eau, (♦) 100% éthanol 
 
Ces courbes permettent de comparer les vitesses de solubilisation de l’acide p-coumarique 
dans de l’éthanol pur et dans de l’éthanol 10 %(v/v) d’une part, et de faire un choix sur la 
composition du solvant dans lequel on ajoutera l’éthanol dans nos fermentations en observant 
l’effet de ce solvant à long terme d’autre part. Les résultats de la figure 4 montrent que l’acide 
p-coumarique se dissout plus lentement dans la solution contenant 10% d’éthanol puisque 
l’absorbance atteint une valeur d’équilibre au bout de 40 heures environ alors que l’équilibre 
est atteint instantanément dans le cas de la dissolution dans de l’éthanol pur. Cependant, une 
différence de 0,13 unité d’absorbance est remarquée entre les deux valeurs d’équilibre.  
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L’explication de ces constatations empiriques pourraient alors être que dans de l’éthanol 
pur, l’acide p-coumarique réagit en partie alors que dans de l’éthanol 10% réagit beaucoup 
moins. Cela expliquerait que le milieu éthanol pur donne une absorbance d’équilibre plus 
faible que le milieu éthanol 10%.  L’origine de cette différence et son seuil de signification 
font l’objet du paragraphe suivant. 
 
3. Etude de la réactivité chimique de l’acide p-coumarique  
3.1. Etude par UV de la réactivité de l’acide p-coumarique avec l’éthanol  
La littérature met en évidence plusieurs possibilités de réactions chimiques et 
biochimiques entre les composés phénoliques et l’alcool du vin, possibilités liées au pH acide 
du vin ainsi qu’aux différents sites actifs de ces composés. Nos constatations précédentes 
nous conduisent donc à étudier la possibilité d’une réaction entre l’acide p-coumarique et 
l’éthanol dans nos conditions. A cette fin, sept  milieux ont été préparés, leur composition est 
présentée dans le tableau 1. 
 
Tableau IV. 1. Compositions des milieux pour l’étude de la réactivité de l’acide p-coumarique 
Milieu Composition p-coumarique (mg/L) 
A Eau-éthanol (10% v/v) 0 
B Eau 20 
C Éthanol 20 
D Eau-éthanol (10% v/v) 20 
E Vin synthétique 0 
F Vin synthétique 20 
 
Ces solutions ont été dosées par spectrophotométrie UV, avec un balayage de la longueur 
d’onde entre 200 et 350 nm. Toutes variations sur les spectres, outre celles causées par l’effet 
du solvant sur l’absorption, pourraient avoir un sens chimique et révéler une réaction. 
Néanmoins, pour comprendre ces phénomènes, il est important de rappeler quelques notions 
de spectroscopie UV.  
En général, pour qu’un analyte puisse absorber la lumière dans le domaine de l’UV, il doit 
avoir des électrons libres non liant pouvant être facilement excités. Cette méthode physico-
chimique concerne essentiellement les systèmes insaturés, comportant des orbitales π* de 
basse énergie et met en jeu des transitions électroniques réversibles, a priori sans changement 
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de structure. Cette absorption sera toutefois facilitée lorsqu’une conjugaison existe. La 
spectroscopie d’absorption UV classique se limite à l’UV proche (de 200 à 400 nm) et au 
visible (de 400 à 800 nm). Dans le domaine des fréquences correspondant au spectre visible 
et au proche ultraviolet, l’énergie des photons est telle que l’on observe habituellement des 
transitions de types π-π* ou n-π*. Ceci aura un effet direct sur le coefficient d’extinction 
molaire ε qui exprime en réalité la probabilité d’absorption de la molécule. Les interactions 
en spectroscopie UV ne sont pas toutes simples à expliquer, ni à prévoir, il existe toutefois 
quelques simplification qui rendent cette technique intéressante. 
 
En effet, l’acide p-coumarique est composé d’un phénol, avec une liaison vinylique suivie 
d’un groupement carboxyle en position para. Tous les phénols, qui eux sont des dérivés du 
benzène, ont trois pics d’absorption relatifs à des transitions (π-π*) mais seulement deux 
seront identifiables sur des spectrophotomètres classiques. Toutefois, ces bandes sont sujettes 
aux changements structuraux de la molécule, ainsi qu’aux effets des solvants.  
Dans nos essais, nous avons remarqué que le spectre du milieu A ne montre aucun pic 
caractéristique dans la gamme des longueurs d’ondes étudiée tandis que les spectres des 
milieux B, C et D montrent des pics bien identifiables. Ainsi, le spectre du milieu B contient 
deux bandes d’absorption, une principale à 285 nm et l’autre secondaire à 305 nm. Par contre, 
un effet hypsochrome ainsi qu’un autre effet hypochrome sont observables sur les spectres 
des milieux C, D et F.   
 
Plus spécifiquement, pour le milieu C, la longueur d’onde maximale λmax tombe de 285 
nm à 248 nm pour le premier pic. Ce « blue shifting » de la longueur d’onde est appelé effet 
hypsochrome. Il est accompagné dans notre cas d’étude d’un autre effet appelé hypochrome. 
Cet effet hypochrome, qui veut dire diminution de ε (donc diminution de l’intensité de 
l’absorbance) et élargissement de la bande, pourrait être le résultat d’un changement au 
niveau du système mésomérique caractéristique des acides phénols.  
En effet, une diminution du potentiel mésomérique reflète une déstabilisation de la 
délocalisation électronique et ainsi une diminution de la probabilité d’absorption du 
groupement carbonyl de l’acide p-coumarique.  
Ceci induit une réponse moindre quant à l’absorption totale du système. Donc, même s’il 
est vrai qu’en présence d’un dérivé du benzène les autres groupements chromophores tel que 
le carbonyle ne jouent plus un rôle prépondérant lors de l’absorption, tout changement au 
niveau de ces groupements s’ils sont des substituts du cycle benzénique, ou bien toute 
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addition ou élimination d’auxochrome aura un effet direct sur le déplacement de la longueur 
d’onde maximale (Skoog et al., 2003). Nous rappelons qu’un auxochrome est un groupement 
chimique qui n’absorbe pas en UV mais qui peut induire une variation de la longueur d’onde 
maximale d’absorption lorsqu’il est situé sur un cycle.  
Ici, l’effet hypsochrome observé pourrait avoir deux origines. En premier lieu, un 
changement dans la polarité du solvant entraîne en général un déplacement de la longueur 
d’onde maximale ; ce déplacement est fonction de la bande, du solvant et de l’analyte. Dans 
le cas des molécules phénoliques, en passant d’un solvant polaire à un solvant moins polaire 
(eau puis éthanol), nous devrions observer un déplacement de la bande (π-π*) (284 nm pour 
l’acide p-coumarique) vers les plus petites longueurs d’ondes. En second lieu, le 
remplacement du groupement acide carboxylique de l’acide p-coumarique par une fonction 
radicalaire induit aussi un déplacement hypsochrome.   
 
Des effets moins prononcés mais de même nature ont été observés 24 h après l’ajout de 
l’acide p-coumarique dans le milieu D, où la concentration de l’éthanol ne représentait que 
10% (v/v) du volume de la solution. D’une façon similaire, nous observons les mêmes 
variations en comparant les spectres des milieux E et F. Sauf que l’effet hypochrome dans le 
milieu F a eu lieu d’une façon plus intense, ce qui est dû probablement au pH acide du milieu 
synthétique vin. 
 
La variation des spectres des différent milieux nous mènent à penser qu’une réaction peut 
avoir lieu entre l’acide p-coumarique et l’éthanol. Apparemment, cette réaction est accentuée 
si la concentration en éthanol est supérieure (comparaison entre les spectres C et D). Il paraît 
de même que le pH acide du milieu favorise l’avancement de cette réaction (Comparaison 
milieu D et F). Ces observations rejoignent celles trouvées précédemment dans les 
paragraphes 2.1 et 2.3. 
 
3.2. Etude de la réactivité de l’acide p-coumarique avec l’éthanol par RMN 
D’après l’analyse bibliographique ainsi que nos observations préliminaires en UV, nous 
soupçonnons une réaction d’estérification entre l’acide p-coumarique et l’éthanol. Afin de 
mieux vérifier la nature de cette réaction, nous avons procédé à une analyse en RMN (cf. 
« Matériels et Méthodes »).  
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Si en effet cette réaction d’estérification a lieu, elle doit être catalysée en milieu acide ; le 
pH a donc été ajusté à 3,5. Les spectres de l’acide p-coumarique pur et en présence d’éthanol 
sont présentés sur les figures 5 et 6. 
  
 
 
Figure IV. 6. Spectres RMN de l’acide p-coumarique pur 
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Figure IV. 7. Spectre RMN de l’acide p-coumarique en présence de l’éthanol et à un pH de 3,5 
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Les déplacements chimiques sur les spectres des figures 5 et 6 révèlent la structure 
chimique de l’acide p-coumarique (Mc murry, 2000). Dans les deux cas, les déplacements 
chimiques 7,5 ppm (multiplet), 6,5 ppm (doublet) et 6,3 ppm (doublet), correspondent aux 
hydrogènes du cycle phénolique, en addition aux deux hydrogènes de la liaison vinylique en 
position para. Par contre, le spectre de la figure 6 montre des différences sensibles: les 
déplacements chimiques caractéristiques de la molécule d’éthanol sont présents à 3,4 ppm 
(quartet) et à 1 ppm (triplet) mais nous retrouvons aussi d’autres déplacements chimiques 
relatifs à l’éthanol, ceux de 3,7 ppm, où deux protons sont intégrés, ainsi que 3 hydrogènes 
supplémentaires intégrés sur le déplacement chimique de 1 ppm.  
Ces constatations nous indiquent la présence probable d’un ester éthylique, formé à partir 
de l’acide p-coumarique et de l’éthanol. 
 
3.3. Etude de la réactivité de l’acide p-coumarique avec l’éthanol par IR 
Afin de vérifier cette hypothèse, une nouvelle analyse par spectroscopie infrarouge est 
réalisée, pour l’acide p-coumarique pur et pour l’acide p-coumarique dissous dans l’éthanol à 
un pH de 3,5. Deux bandes d’absorption caractéristiques de l’acide carboxylique sont 
présentes sur le spectre de l’acide p-coumarique pur (Figure 7a) : l’hydroxyle du groupement 
carboxylique donne lieu à une large bande d’absorption à 2500-3500 cm-1, tandis que le 
carbonyle montre une absorption à 1670 cm-1. Par contre, lorsque l’acide p-coumarique a été 
dissous dans de l’éthanol à un pH de 3,5 (Figure 7b), nous retrouvons la première bande 
située à 1670 cm-1 et correspondant au carbonyle et une nouvelle bande très intense apparaît 
vers 1240 cm-1. Cette nouvelle bande révèle la présence d’une liaison de type : -C-O-R. 
Encore plus, nous retrouvons une disparition quasi-totale de la bande large dans la zone 2500-
3500 cm-1, qui correspondait à l’hydroxyle. 
Cette nouvelle étude confirme la présence d’une liaison de type ester lorsque l’acide p-
coumarique a été mis en présence d’éthanol à un pH de 3,5. 
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Figure IV. 8. Spectre IR de l’acide p-coumarique pur (a) et en présence d’éthanol, pH 3,5 (b)
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3.4. Quantification de la réactivité de l’acide p-coumarique avec l’éthanol par HPLC 
Nous avons montré de façon qualitative avec l’analyse de l’acide coumarique en 
spectroscopie UV, IR et RMN que ce composé réagissait avec l’éthanol du milieu. Afin de 
quantifier la réaction dans nos conditions, une analyse en chromatographie a eu lieu. Au 
passage, dans le chapitre précédent nous avons montré que la pente de la droite d’étalonnage 
de l’acide p-coumarique (effectuée dans des milieux hydroalcooliques à 10% v/v en éthanol) 
diminue systématiquement avec le temps. Ceci laisse soupçonner la présence d’une réaction 
très lente de l’acide p-coumarique dans un milieu limité en éthanol. Par la méthode 
HPLC/UV présentée précédemment, nous avons donc suivi pendant 3 jours un milieu 
synthétique vin dans lequel 10 mg/L d’acide p-coumarique ont été ajoutés après dissolution 
dans 1 mL d’éthanol. Les résultats sont présentés dans le tableau 2. 
 
Tableau IV. 2. Quantification de la perte de l’acide p-coumarique avec l’éthanol 
 Jour 1 Jour 2 Jour 3 
p-coumarique (mg/L) 9,89 ± 0,02 9,83 ± 0,015 9,66 ± 0,025 
 
Ce tableau montre que la perte de l’acide p-coumarique due à une réaction avec l’éthanol 
dans nos conditions existe mais ne dépasse pas 3% de la valeur théorique pesée en acide p-
coumarique. Pour la réalisation de nos fermentations, dissoudre l’acide p-coumarique dans 
1mL d’éthanol n’entraîne donc qu’une perte très faible par réaction chimique entre ces deux 
composés, à la limite du négligeable.  
 
Ainsi, les analyses UV, RMN et IR indiquent toute la présence d’une réaction 
d’estérification entre l’acide p-coumarique et l’éthanol. Toutefois, cette réaction apparaît 
limitée et lente dans nos conditions de fermentation. Bien qu’existante, elle ne peut expliquer 
la quantité d’acide p-coumarique qui disparaît dès les premières minutes de son ajout dans 
notre milieu synthétique vin avec les levures Brettanomyces.  
L’étude plus poussée de cette réaction d’estérification n’est pas l’objectif de ce travail, 
mais nous en retiendrons qu’il convient d’être prudent lors de l’utilisation de l’acide 
coumarique dans des solutions alcooliques à des pH acides.  
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3.5. Etude de la réactivité de l’acide p-coumarique avec l’acide tartrique 
Dans le moût ou le vin, l’acide p-coumarique est estérifié avec l’acide tartrique. A cause 
de l’instabilité tartrique lors du stockage de nos échantillons au froid, il était nécessaire de 
connaître l’occurence d’une réaction entre l’acide p-coumarique et l’acide tartrique. Une 
solution d’acide tartrique (2 g/L) avec de l’acide p-coumarique (40 mg/L) ajustée à un pH de 
3,5 est conservée à l’abri de la lumière et de l’air. Son absorbance en UV à 350 nm a été 
mesurée régulièrement. Elle est restée constante pendant une semaine.   
Cette même solution a été analysée par RMN. Le spectre de cette solution a été aussi 
comparé avec les spectres de l’acide p-coumarique pur et celui de l’acide tartrique pur, en 
fonction du temps tout au long d’un mois. Les spectres sont restés inchangés durant toute 
cette période. 
Enfin, l’effet de l’instabilité tartrique sur la perte en acide coumarique a été étudié. Il est 
connu que l’acide tartrique précipite sous l’effet de l’éthanol et des températures de 
congélation. Ainsi, une solution synthétique vin contenant de l’acide p-coumarique (10 mg/L) 
a été dosée avant et après congélation, l’acide tartrique ayant précipité dans le deuxième cas. 
Les résultats ne montrent aucune perte significative de l’acide p-coumarique après 
congélation. Il semble donc qu’il n’y ait aucune interaction entre acide p-coumarique et acide 
tartrique dans nos milieux. 
 
4. Adsorption de l’acide p-coumarique sur les levures 
4.1. Etude de l’adsorption de l’acide p-coumarique sur Brettanomyces 
Les résultats précédents ne montrent qu’une très faible perte de l’acide p-coumarique si la 
solution n’a pas été autoclavée et si la dissolution dans l’éthanol est bien maîtrisée. Pourtant, 
lors des fermentations, une différence significative est trouvée entre la concentration mesurée 
au temps initial et la quantité théoriquement calculée et ajoutée dans le milieu. 
L’analyse bibliographique permettait d’envisager l’adsorption de l’acide p-coumarique 
sur la paroi des levures. Afin de tester cette hypothèse, plusieurs expériences ont été menées. 
Des concentrations croissantes (5, 10 et 20 mg/L) d’acide p-coumarique ont été ajoutées à 
différentes concentrations cellulaires de Brettanomyces issues de cultures dans un milieu 
synthétique vin. Deux minutes après ajout de l’acide p-coumarique dans chaque solution, un 
échantillon est prélevé et centrifugé. Le surnageant est analysé par HPLC pour doser l’acide 
p-coumarique, ainsi que sur GC/MS afin de doser le 4-vinylphénol et le 4-éthylphénol.  
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Cette analyse a été comparée avec celles de solutions témoin : milieux de culture 
identiques mais exempts de levure Brettanomyces et contenant respectivement 5, 10 et 20 
mg/L  d’acide p-coumarique. Les concentrations des levures et celles de l’acide p-coumarique 
ajoutées et mesurées par HPLC sont résumées dans le tableau 3.   
 
Tableau IV. 3. Perte de l’acide p-coumarique par adsorption sur Brettanomyces 
Solution Concentration 
des levures 
(cell/mL) 
p-coumarique 
ajouté 
p-coumarique 
mesuré par HPLC
Perte 
(%) 
A 3.106 10 9,1 9 
B 360.106 5 3,4 32 
C 360.106 10 8,4 16 
D 360.106 20 16,8 16 
E 450.106 10 5,2 48 
 
Les résultats de l’analyse GC/MS ont montré que tous les échantillons prélevés (2 minutes 
après ajout) étaient exempts de 4-vinylphénol et de 4-éthylphénol. Aucun des tests témoins 
sans levures n’a révélé une perte significative de l’acide p-coumarique. 
Ainsi, si on compare les résultats trouvés pour les essais A, C et E, où la concentration en 
Brettanomyces était différente alors que la concentration d’acide p-coumarique ajoutée était la 
même, nous remarquons que la perte de l’acide p-coumarique au premier point était de 48% 
lorsque la population était de 450.106 cell/mL, mais seulement de 9% pour une population de 
3.106 cell/mL. Nous pouvons conclure que la perte de l’acide coumarique est d’autant plus 
élevée que la population est importante. 
 
Nous avons tracé par la suite des isothermes d’adsorption relatifs aux essais B, C et D 
dans lesquels la concentration en cellules de Brettanomyces est la même, alors que les 
concentrations en acide p-coumarique sont différentes. En effet, comme l’échantillonnage est 
effectué juste 2 minutes après le contact entre les cellules et l’acide p-coumarique, la levure 
peut être considérée comme étant un adsorbant solide de nature physique constante. 
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L’équation de Langmuir applicable dans ce cas selon Avom et al. (2001) est : 
 
Qe  =  (Qo .KL.Ce) / (1+ KL.Ce) 
 
Où, Qe est la quantité adsorbée (mol/g) lorsque l’équilibre est atteint 
       Ce est la concentration de l’acide p-coumarique à l’équilibre 
       Qo est la capacité d’adsorption maximale de l’adsorbant (mol/g)  
       KL est la constante de Lamgmuir (constante empirique, fonction de la température et du 
système étudié) 
 
Sachant que  la quantité d’acide p-coumarique adsorbée est :  
Qe = X/m, 
Où m est la masse de l’adsorbant 
      X = Ci (concentration initiale) - Ce (concentration à l’équilibre) 
 
La figure 8 montre l’allure de la courbe Qe = f (Ce) : 
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Figure IV. 9. Isotherme d’adsorption de l’acide p-coumarique sur Brettanomyces 
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Sachant que, dans nos conditions d’étude, l’adsorption de l’acide p-coumarique en 
solution sur la souche étudiée de Brettanomyces bruxellensis est assimilée à un modèle 
d’adsorption liquide/solide, cette courbe est assimilée à une isotherme de Langmuir de type 
II. Ces résultats montrent que l’acide p-coumarique peut être adsorbé partiellement dès son 
contact avec les levures Brettanomyces sp. L’absence de phénols volatils dans les 2 premières 
minutes de contact indique que l’acide p-coumarique est resté en surface de la cellule 
adsorbé. Ce point sera repris lors de l’étude de la cinétique de la bioconversion au chapitre 6. 
Ces résultats rejoignent ceux de la bibliographie concernant l’adsorption des composés 
phénoliques sur la paroi des cellules.  
Par ailleurs, la capacité d’adsorption de l’acide p-coumarique sur les levures 
Brettanomyces a été testée dans un tampon phosphate-citrate. Les mêmes tests que ceux 
décrits ci dessus ont été effectués. Une perte par adsorption de 80% a été remarquée pour une 
population de 360.106 cell/mL avec une concentration ajoutée de 10 mg/L d’acide p-
coumarique. Nous remarquons ainsi, en comparant ces résultats avec ceux des essais dans un 
milieu synthétique vin, que la capacité d’adsorption de Brettanomyces bruxellensis peut 
varier très significativement avec le milieu. 
 
En définitive : 
Les tests effectués sur des milieux synthétiques vins exempts en levures Brettanomyces 
ont tous montré que la perte de l’acide p-coumarique peut avoir lieu à cause de son instabilité 
aux températures élevées, mais aussi en raison d’une réaction (probablement une 
esterification) avec l’éthanol présent. Pourtant si des précautions sont mises en œuvre, cette 
perte est négligeable.  
En revanche, l’adsorption de l’acide p-coumarique sur les parois de Brettanomyces 
répond quantitativement à la question posée tout au début de ce paragraphe : quelle est 
l’origine de la disparition d’une partie de l’acide p-coumarique dès sa mise en solution dans 
les milieux de fermentation ? Cette adsorption est, après la voie de la bioconversion de l’acide 
p-coumarique, la deuxième cause majeure de sa disparition du milieu. La figure 9 résume 
tous les phénomènes décrits ci-dessus. 
 
 
 
 
 
Disponibilité de l’acide p-coumarique 
 110
 
 
 
 
4.2. Etude de l’adsorption de l’acide p-coumarique sur les levures Saccharomyces 
cerevisiae 
Afin de comparer l’adsorption entre les deux genres de levure Saccharomyces sp. et 
Brettanomyces sp., un test d’adsorption a été effectué avec une souche de Saccharomyces 
cerevisiae du commerce. Les résultats obtenus sont portés sur le tableau 4. 
 
Tableau IV. 4. Comparaison de l’adsorption de l’acide p-coumarique sur Brettanomyces bruxellensis et 
Saccharomyces cerevisiae 
Acide p-coumarique (mg/L) 
  
Concentration 
initiale 
 
Concentration 
mesurée 
Population 
(106 Cell/mL) 
Perte (%) 
10 9,83 60 1,7 
10 9,53 120 4,7 Saccharomyces 
  10 9,09 240 9,1 
10 9,1 3 9 
10 8,4 360 16 Brettanomyces 
  10 5,2 450 48 
Figure IV. 10. Différentes voies de disparition de l’acide p-coumarique dans les conditions 
œnologiques (Salameh et al. 2008) 
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Après 2 minutes de contact, nous remarquons que la perte d’acide coumarique est de 1.7 
% et 9.1 % lorsque la population de Saccharomyces est de 60.106 et 240.106 cell/mL, contre 
une perte de 9% et 48% lorsque la population de Brettanomyces est respectivement de 3.106 
et 450.106 cell/mL. Ainsi en conditions identiques, l’acide p-coumarique est mieux adsorbé 
sur la levure Brettanomyces qu’il ne l’est sur Saccharomyces. De plus, aucune isotherme 
d’adsorption identifiable n’a pu être tracée avec Saccharomyces, ce qui confirme encore la 
faible capacité d’adsorption de l’acide p-coumarique par cette levure. 
 
5. Etude de l’adsorption du 4-éthylphénol sur Brettanomyces bruxellensis 
De la même façon qu'une partie de l'acide p-coumarique s'adsorbe sur les parois de 
Brettanomyces, nous avons imaginé que le 4-éthylphénol qui possède le même squelette 
chimique peut aussi s'adsorber. Afin donc de déterminer si une partie des produits de la 
bioconversion disparaît du milieu, nous avons testé l'adsorption du 4-éthylphénol sur la 
souche utilisée de Brettanomyces bruxellensis. 
Ainsi, avec les mêmes populations utilisées pour l’étude de l’adsorption de l’acide p-
coumarique (tableau 3), une concentration de 500 (μg/L) du 4-éthylphénol a été testée. Les 
résultats de l’étude sont présentés dans le tableau 5. 
 
Tableau IV. 5. Adsorption du 4-éthylphénol sur Brettanomyces bruxellensis 
Solution Concentration 
des levures 
(cell/mL) 
4-éthylphénol 
ajouté 
(μg/L) 
4-éthylphénol 
trouvé 
(μg/L) 
Perte 
(%) 
A 3.106 450 448 0,24 
C 360.106 450 430 4,3 
E 450.106 450 420 6 
 
Si on observe les résultats trouvés pour les essais A, C et E, nous remarquons que la 
variation de la concentration trouvée dans le surnageant n’est que de 6 % lorsque la 
population passe de 3.106 cell/mL, à  450.106 cell/mL. En comparant avec les résultats 
obtenus pour l’acide p-coumarique, nous remarquons que le 4-éthylphénol s’adsorbe 
beaucoup moins sur la biomasse de Brettanomyces bruxellensis présente que son précurseur 
l’acide p-coumarique (48%). 
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D’autre part, dans la littérature, il est connu que les levures Saccharomyces cerevisiae ont 
la capacité d’adsorber le 4-éthylphénol (Chassagne et al., 2005). Cette capacité est fonction 
de la souche de Saccharomyces utilisée ainsi que de l’environnement (Ramirez-Ramirez et 
al., 2004). En moyenne, après 3h de contact avec 5 g/L (poids sec) de Saccharomyces, le 
pourcentage de 4-éthylphénol adsorbé est 11 % à partir de 500 (μg/L) de 4-éthylphénol initial. 
D’après Pradelles et al. (2008), cette capacité d’adsorption est attribuée aux mannoprotéines 
de surface.  
La souche de Brettanomyces utilisée dans notre étude semble donc avoir une capacité 
d’adsorption de 4-éthylphénol inférieure à celle reportée pour les Saccharomyces. Cela est 
peut être due à la différence de composition de surface de mannoprotéines entre les deux 
espèces étudiées.  
 
Ces résultats montrent que l’adsorption des composés phénoliques, volatils ou non, n’est 
pas simplement dûe aux liaisons avec le cycle benzénique comme le proposent les auteurs, 
mais qu’elle est aussi fonction de la structure radicalaire du cycle phénolique.  
 
6. Conclusion du chapitre 
Tout au long de cette partie, nous avons essayé de mettre en relief les différentes 
difficultés rencontrées pour la quantification de l’acide p-coumarique initial disponible 
pour la réaction de bioconversion en 4-éthylphénols. Ces difficultés sont de nature 
physicochimique. Plusieurs points sont à retenir : 
 
o L’acide p-coumarique est très difficilement soluble dans les milieux aqueux. 
L’utilisation de l’éthanol pour le faire dissoudre est obligatoire. 
 
o Une réaction d’estérification peut avoir lieu entre l’acide p-coumarique et 
l’éthanol. Cette réaction est limitée et lente dans nos conditions. Elle n’a un effet 
important sur la disparition de l’acide p-coumarique qu’à des concentrations 
très élevées en éthanol ou à un pH acide. 
 
o Cet acide est très instable aux températures d’autoclavage, il est déconseillé de 
l’autoclaver en solution. 
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o Un phénomène d’adsorption a été mis en évidence sur les parois de la levure 
Brettanomyces bruxellensis. Cette adsorption augmente classiquement avec la 
quantité d’adsorbant (les levures). Ce phénomène peut être également accentué 
avec la nature du milieu de culture.  
 
o Du fait de l’adsorption et de la petite réactivité avec l’éthanol, la quantité d’acide 
p-coumarique ajoutée en début de fermentation n’est pas celle qui est disponible 
pour la bioconversion en 4-éthylphénols. Pour le calcul des rendements de 
bioconversion il faudra donc non pas se baser sur la quantité ajoutée mais sur la 
quantité retrouvée par dosage HPLC juste après ajout dans le milieu. 
 
o Une différence de capacité d’adsorption existe entre les espèces. Ainsi, la levure 
Saccharomyces cerevisiae adsorbe moins l’acide p-coumarique que la levure 
Brettanomyces bruxellensis. 
 
o Les composés phénoliques s’adsorbent différemment sur les parois des levures. 
Ainsi, Brettanomyces adsorbe plus fortement l’acide p-coumarique que le 4-
éthylphénol, tandis que Saccharomyces adsorbe préférentiellement le 4-
éthylphénol. 
 
o L’élimination totale du 4-éthylphénol après son apparition dans un vin reste à ce 
jour  impossible. De plus, les vins finis contiennent des quantités non négligeables 
d’acide p-coumarique et l’on sait que la contamination par les levures 
Brettanomyces peut avoir lieu en bouteille. Dans ce cas, même si un traitement 
existait il serait difficile de le mettre en œuvre. Il serait donc intéressant d’avoir 
une méthode de prévention, qui permettrait d’avoir des vins finis sans acide p-
coumarique. Ceci constitue le cœur du sujet du chapitre suivant… 
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1. Introduction 
Après avoir montré que l’acide p-coumarique peut être adsorbé sur les levures 
Brettanomyces sp. et de façon moindre sur les levures Saccharomyces, nous avons voulu 
analyser plus précisément ce mécanisme d’adsorption, en particulier sur deux adjuvants 
œnologiques : la polyvinylpolypyrrolidone insoluble (PVPP) et la poudre d’écorces de 
levures. Les études effectuées tout au long de ce chapitre mettent en valeur la capacité 
d’élimination de l’acide p-coumarique du vin par adsorption ce qui pourrait constituer un 
moyen de lutte contre l’apparition des 4-éthylphénols.  
 
2. Les phénomènes d’adsorption 
L’adsorption d’une molécule en solution (adsorbat) sur un solide (adsorbant) se traduit 
par une augmentation de la concentration de cette molécule à l’interface des deux phases. 
L’adsorption est dite adsorption physique lorsqu’elle est dûe à des forces d’interaction 
physique (forces de dispersion de London, forces de Van der Waals, forces de Keesom, 
interactions électrostatiques, …) entre les atomes ou groupements d’atomes du solide et les 
molécules du liquide. Le terme surface correspond à la totalité de la surface du solide, surface 
géométrique pour un solide non poreux à laquelle s’ajoute pour un solide poreux la surface 
interne des pores accessible aux molécules du liquide. 
Dans certains cas, l’interaction entre les atomes du solide et les molécules de liquide 
conduit à la formation de liaisons chimiques. Il s’agit alors de chimisorption. 
 
3. Définition du temps d’équilibre thermodynamique 
L’adsorption est un phénomène complexe, mettant en jeu plusieurs facteurs. La première 
étape de l’étude de l’adsorption consiste à définir le temps d’équilibre : temps nécessaire pour 
atteindre un état statique des interactions physico-chimiques entre les molécules adsorbées et 
l’adsorbant. En pratique, l’équilibre est atteint lorsqu’aucune adsorption ou désorption dans le 
milieu n’est observée. Ce qui veut dire que les vitesses d’adsorption et de désorption sont 
égales.  
Le phénomène d’adsorption, contrôlé par la diffusion des molécules, atteint son équilibre 
relativement rapidement (quelques secondes à quelques minutes) pour des adsorbants peu 
poreux, mais peut devenir très lent pour les adsorbants microporeux en raison du 
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ralentissement de la diffusion du liquide dans ses structures, de dimensions voisines du 
diamètre des molécules. Ce temps est aussi fonction de la complexité du milieu, des 
conditions environnementales (agitation, température,…), de la force ionique dans le milieu, 
ainsi que de l’adsorbat.  
Afin d’avoir une idée générale sur le temps d’équilibre pour notre étude, 10 mg/L d’acide 
p-coumarique ont été mis en contact avec 3 g/L de PVPP ou d’écorces de levures dans un 
milieu synthétique vin à 10 (%v/v) en éthanol, avec un pH de 3,5 et à la température de 30oC. 
Les temps d’équilibre obtenus avec le PVPP et les écorces de levures sont présentés sur la 
figure 1.  
  
 
Figure V. 1. Equilibre d’adsorption. (■) PVPP, (■) écorces de levures 
 
Nous avons considéré que l’équilibre est atteint après 100 minutes de contact. Après ce 
temps, la quantité adsorbée n’augmente plus et aucune désorption n’est remarquée dans le 
milieu. A première vue, le PVPP présente une capacité d’adsorption plus grande que celle des 
écorces de levures. Ainsi, après 300 minutes de contact, 73 % de l’acide p-coumarique sont 
adsorbés sur du PVPP, contre 50% sur les écorces de levures. 
L’étape suivante sera d’observer lequel des deux adsorbants est le mieux adapté pour être 
utilisé dans les conditions œnologiques.  
4. Réalisation du plan d’expériences et étude des isothermes d’adsorption 
Pour chacun des deux adsorbants choisis (PVPP ou écorces de levures), un plan 
d’expériences est établi afin de déterminer l’effet sur la capacité d’adsorption (Qe) de trois 
facteurs : le pH, la température et la concentration en éthanol.   
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Un plan factoriel 23 joint les trois facteurs qui seront désignés par X1 (Température), X2 
(pH) et X3 (EtOH). Le tableau 1 résume les différentes valeurs des facteurs étudiés. 
 
Tableau V. 1. Valeurs des facteurs environnementaux étudiés 
Facteur Valeur 
Température (oC) 25 30 35 
pH 3 3,5 4 
Éthanol (%v/v) 10 11,5 13 
 
Le plan d’expériences est construit avec 3 points centraux, la répétition du point central 
permettant l’estimation de la variance expérimentale. A partir des variables d’étude, on peut 
donc déduire la matrice d’expériences du tableau 2. 
 
Tableau V. 2. Définition des différents niveaux des variables de la matrice d’expériences 
Niveau Valeurs réelles Expérience 
X1 X2 X3 Température 
(oC) 
pH EtOH 
(%v/v) 
1 0 0 0 30 3,5 11,5 
2 -1 1 1 25 4 13 
3 -1 -1 1 25 3 13 
4 -1 1 -1 25 4 10 
5 -1 -1 -1 25 3 10 
6 1 1 -1 35 4 10 
7 0 0 0 30 3,5 11,5 
8 1 1 1 35 4 13 
9 1 -1 1 35 3 13 
10 0 0 0 30 3,5 11,5 
11 0 -1 -1 35 3 10 
 
Ce plan d’expériences a été appliqué à deux niveaux (supérieur et inférieur) de concentrations 
d’acide p-coumarique choisies dans la gamme de concentration des vins : 2,5 mg/L et 20 
mg/L. Ceci fait donc au total 22 expériences pour chacun des adsorbants. 
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La réponse étudiée est Qe. Elle définit la quantité d’acide p-coumarique adsorbée, dans 
des conditions données, quand le temps d’équilibre est atteint.  
Sachant que la quantité d’acide p-coumarique adsorbée est :  
Qe = X/m, 
Où m est la masse de l’adsorbant et  
      X = Ci (concentration initiale) - Ce (concentration à l’équilibre) 
 
Les valeurs de Qe ont été assimilées à un polynôme linéaire de premier degré avec 
interactions (ref. matériels et méthodes): 
Qe = ao + a1X1 + a2X2 + a3X3 + a4X1X2 + a5X1X3 + a6X2X3 + a7X1X2X3 ± ε 
 
Les différentes valeurs de Qe ainsi que celles du pourcentage d’acide p-coumarique 
adsorbé sont portées dans les tableaux 3 et 4 pour les essais réalisés avec le PVPP et ceux 
réalisés avec les écorces de levures. 
 
Tableau V. 3. Différentes valeurs de Qe et du % d’acide coumarique adsorbé sur les écorces de levures 
(EDL), en fonction de la variation des paramètres de la matrice d’expériences 
EDL 
 
Acide p-coumarique 
2,5 (mg/L) 20 (mg/L) 
Expérience 
Qe (.10-05) % adsorbé Qe (.10-05) % adsorbé 
1 5,54 33,35 24,6 18,54 
2 7,59 45,66 22,33 16,83 
3 9,54 57,58 45,06 33,79 
4 10,12 60,88 37,53 28,31 
5 1,94 11,62 39,78 30,07 
6 8,35 50,30 19,94 15,04 
7 5,79 35,08 19,83 14,87 
8 6,31 37,91 20,52 15,40 
9 6,47 38,97 50,67 38,02 
10 5,81 34,86 30,17 22,62 
11 5,47 33,14 31,8 24,13 
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Tableau V. 4. Différentes valeurs de Qe et du % d’acide coumarique adsorbé sur le PVPP, en fonction de 
la variation des paramètres de la matrice d’expériences 
PVPP 
 
Acide p-coumarique 
Expérience 
2,5 (mg/L) 20 (mg/L) 
 Qe (.10-05) % adsorbé Qe (.10-05) % adsorbé 
1 9,46 57,55 53,3 40,10 
2 10,02 60,88 55,9 41,89 
3 10,15 60,9 55,1 41,38 
4 10,61 59,58 56 42,16 
5 11,77 70,66 56,7 42,95 
6 9,57 57,45 50,5 38,22 
7 10,1 60,92 53 39,77 
8 5,98 35,85 48,9 36,77 
9 10,05 60,90 47,7 35,82 
10 9,56 57,36 56,3 42,22 
11 0,11 0,66 52,3 39,30 
 
4.1. Etude de la signification des facteurs 
4.1.1. Lorsque l’adsorbant est le PVPP 
Les réponses de la capacité d’adsorption Qe aux paramètres analysés sont présentées sur la 
figure 2.  
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Temperature
pH
EtOH
T*pH
T*EtOH
pH*EtOH
T*pH*EtOH
P = 0.05
 
 
Coefficient Valeur Ecart-type t-student Sensibilité 
a0 5,3.10-04 5,64.10-06 93,97 S 
a1 -3,04.10-05 6,16.10-06 -4,93 S 
a2 -4,87.10-07 6.24.10-06 -0,078 NS 
a3 -9,83.10-06 5,92.10-06 -1,66 NS 
a4 -9,11.10-07 7,2.10-06 -1,26 NS 
a5 -5,52.10-06 6.3.10-06 -0,87 NS 
a6 5,72.10-06 7.10-06 0,81 NS 
a7 1,69.10-06 6.18.10-06 0,25 NS 
 
F = 9,56 
r2 = 0,9 
Figure V. 2. Effet des paramètres environnementaux sur la quantité adsorbée (Qe).  
Acide p-coumarique (20 mg/L) 
 
La figure 2 représente la signification des paramètres ayant un effet sur l’adsorption 
lorsque la concentration de l’acide p-coumarique est 20 mg/L. Afin de pouvoir interpréter ces 
résultats, nous devons effectuer le test de Student d’une part, et déterminer le coefficient de 
corrélation couplé au test de Fisher d’autre part.  
Le test de Student a pour but d’évaluer la signification des coefficients, reflétant ainsi le 
poids que porte chacun des paramètres sur le phénomène étudié. Les effets sont considérés 
significatifs quand le test de Student donne une valeur supérieure à la valeur seuil T = 3,18 
(Matériels et Méthodes). Seule la température semble avoir un effet significatif sur 
l’adsorption dans le cas étudié.  
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D’autre part, la valeur du coefficient  F (test de Fisher) est de 9,56 donc supérieure à 6,09, 
valeur minimale au seuil de confiance de 5 %. Les résidus et les réponses calculées sont alors 
indépendants. Le coefficient de corrélation de 0,9 a ainsi un sens physique.  
 
A un niveau plus faible de concentration en acide p-coumarique (2,5 mg/L), les valeurs 
obtenues sont portées sur la Figure 3. Dans ce cas aussi, la valeur de F confirme 
l’indépendance des interactions entre les résidus et les réponses. Ainsi, le coefficient de 
corrélation montre que l’analyse de la variance prévoit les interactions et que seule la 
température a un effet significatif. 
 
Temperature
pH
EtOH
T*pH
T*EtOH
pH*EtOH
T*pH*EtOH
P = 0.05
 
Coefficient Valeur Ecart-type t-student Sensibilité 
a0  8,74.10-05 3,51.10-06 24,9 S 
a1 -2,25.10-05 4,1.10-06 5,48 S 
a2 6,65.10-06 4,71.10-05 1,41 NS 
a3 6,70.10-06 4,13.10-05 1,62 NS 
a4 9,87.10-06 3,53.10-05 2,79 NS 
a5 1,22.10-05 5,64.10-06 2,16 NS 
a6 -1,71.10-05 7,91.10-06 -2,16 NS 
a7 -1,97.10-05 4,2.10-06 -4,69 S 
 
F = 12,3 
r2 = 0,97 
Figure V. 3. Effet des paramètres environnementaux sur la quantité adsorbée (Qe).  
Acide p-coumarique (2.5 mg/L). 
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4.1.2. Lorsque l’adsorbant est l’écorce de levures 
Lorsque l’adsorbant est la poudre d’écorces de levures, le phénomène semble être plus 
complexe. En observant les réponses du plan d’expériences à la concentration en acide p-
coumarique de 2,5 mg/L, nous remarquons que tous les paramètres ont un effet significatif 
sur la capacité d’adsorption. La bonne corrélation et l’indépendance des facteurs sont validées 
(Figure 4). Ces résultats sont similaires à ceux trouvés par Chassagne et al. (2005) dans son 
étude sur les mêmes facteurs lors de l’adsorption du 4-éthylphénol sur les écorces de levures.  
 
Temperature
pH
EtOH
T*pH
T*EtOH
pH*EtOH
T*pH*EtOH
P = 0.05 P = 0.05
 
Coefficient Valeur Ecart-type t-student Sensibilité 
a0  5,79.10-05 4,58.10-04 126,3 S 
a1 -1,47.10-05 5,37.10-07 -27,37 S 
a2 -2,88.10-07 1,87.10-07 -1,53 NS 
a3 1,65.10-05 4,75.10-07 34,69 S 
a4 -1,58.10-05 5,18.10-07 -30,49 S 
a5 3,84.10-06 5,3.10-07 7,14 S 
a6 -4,98.10-06 4,42.10-07 -11,26 S 
a7 2,03.10-05 5,67.10-07 35,8 S 
 
F = 582,3 
r2 = 0,99 
Figure V. 4. Effet des paramètres environnementaux sur la quantité adsorbée (Qe).  
Acide p-coumarique (2.5 mg/L). 
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Par contre, lorsque la concentration de l’acide p-coumarique est de 20 mg/L, des écarts de 
reproductibilité assez importants ont été observés lors de la répétition des points centraux du 
plan d’expériences. Cela peut avoir pour cause la structure ou la composition des écorces de 
levures qui peut être peu homogène contrairement au PVPP. Les résultats sont donc peu 
exploitables du point de vue du plan d'expériences car on a une très forte variabilité de 
réponses obtenues dans les mêmes conditions. Il est alors difficile de tirer une conclusion sur 
les facteurs influençant l’adsorption de l’acide p-coumarique sur les écorces de levures.  
 
Toutefois, si l’on compare à 25oC la quantité maximale adsorbée pour chacun des deux 
adsorbants, nous notons que le PVPP est meilleur adsorbant que les écorces de levures 
(Tableau 5). 
  
Tableau V. 5. Quantité maximale adsorbée pour le PVPP et les écorces de levures 
p-coumarique (2,5 mg/L) p-coumarique (20mg/L)  
Quantité maximale adsorbée (%) 
PVPP (3g/L) 99,4  ± 1 69  ± 1 
Ecorces de Levures (3g/L) 89,8  ± 13 45  ± 12 
 
4.2. Etude des isothermes d’adsorption 
Afin de vérifier la cohérence entre les données issues du plan d’expériences et les cinétiques 
d’adsorption, les isothermes d’adsorption ont été tracées. Cinq concentrations d’acide p-
coumarique (1, 2,5, 5, 10 et 20 mg/L) sont analysées dans chacun des niveaux du plan 
d’expériences et pour chacun des deux adsorbants. Les courbes Qe = f (Ce) sont portées dans 
les figures 5 et 6. 
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Figure V. 5. Isothermes d’adsorption. Cas du PVPP. 
 (♦) exp 1, (♦) exp 2, (♦) exp 3, (♦) exp 4, (♦) exp 6, (♦) exp 7, (♦) exp 8, (♦) exp 9, (♦) exp 11  
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Figure V. 6. Isothermes d’adsorption. Cas des ecorces de levures (EDL). 
 (♦) exp 1, (♦) exp 2, (♦) exp 3, (♦) exp 4, (♦) exp 6, (♦) exp 7, (♦) exp 8, (♦) exp 9, (♦)exp 11  
 
Lorsque le PVPP est le matériau adsorbant (Figure 5), nous remarquons que les 
isothermes obtenues dans les conditions du plan d’expériences peuvent être divisées en deux 
groupes distincts. Le premier groupe (exp 1, 2, 3, 4, 5, 7) correspond à des isothermes de 
Langmuir de Type I, alors que le second groupe (exp 6, 8, 9, 11) correspond à des isothermes 
de Langmuir de Type II. Il est connu qu’une adsorption qui suit un modèle d’isothermes de 
Type II traduit une élimination d’adsorbat du milieu plus intense qu’une adsorption qui suit le 
Type I. Ceci est dû à la formation de plusieurs couches d’adsorbat sur l’adsorbant.   
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Dans ces essais, notons que toutes les isothermes du groupe II ont été obtenues pour la 
température de 35oC, alors que celles du premier groupe l’ont été à 25 et 30oC. Seul ce 
paramètre présente un effet significatif sur le type d’isothermes obtenu alors que les autres 
facteurs étudiés (pH et concentration en éthanol) n’ont aucun effet significatif sur le type 
d’isothermes.  
 
D’autre part, dans le cas où l’adsorbant est la poudre des écorces de levures (Figure 6), 
nous remarquons que la forme des isothermes est aléatoire. Il est très difficile alors de lier la 
nature de l’isotherme avec la variation des paramètres étudiés.  
 
4.3. Discussion des résultats 
Les résultats du plan d’expériences d’une part et l’analyse des isothermes d’adsorption 
d’autre part montrent que le PVPP est un adsorbant plus maîtrisable que les écorces de 
levures pour l’élimination de l’acide p-coumarique du milieu. En effet, et contrairement aux 
écorces des levures, les essais sont reproductibles pour les niveaux supérieurs et inférieurs de 
concentration d’acide p-coumarique.  
D’autre part, le pH et la concentration en éthanol ne semblent pas avoir d’effet significatif 
sur la capacité d’adsorption. Seule la température présente un effet notable. L’adsorption est 
améliorée aux températures plus élevées.  
Par contre, il est très difficile de maîtriser l’adsorption de l’acide p-coumarique sur les 
écorces de levures en raison, peut être, du manque d’homogénéité de ce matériau. Des écarts 
de reproductibilité ont été observés pour les points centraux lorsque la concentration d’acide 
p-coumarique était de 20 mg/L. Cette disparité n’a pas été retrouvée lorsque la concentration 
de l’acide était de 2,5 mg/L. Cela s’explique si l’on observe l’expression de la quantité 
adsorbée (Qe = X/m). Nous remarquons que la reproductibilité implique une masse 
d’adsorbant « m » identique entre les essais mais cette masse identique doit surtout se traduire 
par une surface adsorbante identique et donc une géométrie des pores similaire. Dans ce cas, 
le matériau adsorbant agit de façon reproductible vis-à-vis d’un adsorbat, dans un domaine de 
concentrations données (comme le cas étudié avec le PVPP).  
Quand le matériau adsorbant devient moins homogène (cas des écorces de levures), 
lorsque la concentration de l’adsorbat devient assez élevée, la variation de la surface des 
pores peut avoir des effets plus importants que pour de faibles concentrations de l’adsorbat. 
Ce phénomène est bien clair sur les isothermes d’adsorption. 
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Quoique l’adsorption de l’acide p-coumarique existe avec les écorces de levures, le 
changement des conditions physico-chimiques des milieux mais aussi sa nature non 
homogène peut facilement l’affecter. 
 
5. Application dans un vin 
5.1. Etude de l’adsorption de l’acide p-coumarique 
Les résultats trouvés dans les paragraphes précédents montrent que le PVPP peut être 
utilisé pour l’élimination de l’acide p-coumarique d’un milieu. La quantité maximale de 
PVPP admise généralement dans le traitement des vins est de l’ordre de 0,5 g/L. Nous avons 
testé dans un premier temps le double de cette quantité, afin de savoir si l’efficacité de 
l’adsorption prouvée dans le vin synthétique reste vraie dans un vin. Nous avons également 
souhaité évaluer l’action de cet adsorbant sur la couleur en fonction du temps de contact, 
puisque si le PVPP est un bon adsorbant pour l’acide p-coumarique, il est également connu 
pour être un bon adsorbant pour la dépigmentation des vins.  
Deux vins ont été choisis afin d’étudier l’élimination de l’acide p-coumarique par 
adsorption sur du PVPP. Le premier vin est un « Corbières 2003 » alors que le second est un 
« Minervois 2003 ». 
Le vin « Corbières » avait une concentration initiale de 0,64 mg/L d’acide p-coumarique. 
Il a été mis en contact avec 1 g/L de PVPP dans des flacons de 100 mL, à 25oC, avec une 
agitation de 250 tours/minutes. Des prélèvements ont eu lieu à partir des différents flacons, à 
différents temps. Après centrifugation, les surnageants des échantillons ont été analysés en 
HPLC. Le « Minervois 2003 » contenait 5,43 mg/L d’acide p-coumarique et il a été traité 
dans les mêmes conditions que le vin précédent. Les résultats de l’élimination de l’acide p-
coumarique en fonction du temps sont présentés sur la figure 7. 
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Figure V. 7. Adsorption de l’acide p-coumarique en fonction du temps dans des vins réels 
 (♦)Vin Corbière, (♦) Vin Minervois. 
 
En comparant les deux profils d’adsorption (Figure 7), ou d’élimination de l’acide p-
coumarique du milieu, nous remarquons que, pour le vin contenant une quantité inférieure en 
acide p-coumarique, l’élimination est quasi-totale. Dans le second vin, contenant 10 fois plus 
d’acide p-coumarique, la moitié de la quantité initialement présente est éliminée. Ceci montre 
la grande capacité adsorbante du matériau. Il faut aussi noter la vitesse rapide d’adsorption 
puisque elle est terminée après 15 minutes de contact. 
Sachant que cette adsorption est efficace pour l’élimination de l’acide p-coumarique, nous 
avons voulu tester l’effet de cet adsorbant sur la couleur du vin. 
 
5.2. Etude de l’évolution de la couleur du vin lors du contact avec le PVPP 
Afin d’étudier l’évolution de la couleur, les surnageants ont été analysés selon la méthode 
de Boulton (2001) (Matériels et Méthodes). La teinte et l’intensité de la couleur ont été 
suivies par spectrophotométrie dans le visible pour chacun des deux vins. Les profils 
d’évolution des deux indicateurs pour les deux vins sont présentés sur les figures 8 et 9. 
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Figure V. 8. Evolution de la couleur pour le vin Corbière 
█ Teinte, █ Indice colorimétrique 
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Figure V. 9. Evolution de la couleur pour le vin Minervois. 
█ Teinte, █ Indice colorimétrique 
 
En comparant les deux profils trouvés dans les deux vins, nous remarquons que la diminution 
de l’indice colorimétrique est supérieure à la diminution de la teinte. Le premier indice 
diminue de 25 %, alors que le second ne dépasse pas les 10 % de diminution après 300 
minutes de contact. Nous remarquons par contre, que pour le premier vin, la variation de la 
couleur est inférieure à celle du deuxième vin. 
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Toutefois, il reste intéressant de se concentrer sur des temps inférieurs à 20 minutes, 
puisque l’élimination maximale de l’acide p-coumarique du milieu est obtenue à 15 minutes. 
Nous observons alors que la moyenne de la variation de l’intensité colorimétrique à 15 
minutes ne dépasse pas 8% et celle de la teinte ne dépasse pas les 4%. Cette variation est 
acceptable pour la variation de la couleur d’un vin (Medina et al., 2005). 
Ce résultat montre que, utilisé à des doses œnologiques, et dans des temps optimisés, le 
PVPP peut éliminer l’acide p-coumarique du vin, sans avoir d’effet négatif sur l’aspect visuel 
de ce dernier. Nous retrouvons ainsi les observations de Baron et al. (1997). 
 
6. Conclusion générale 
L’élimination de l’acide p-coumarique du milieu réduit le risque d’apparition de 4-
éthylphénol dans un vin. L’adsorption peut être une méthode efficace pour atteindre ce 
but. Tout au long de ce chapitre, l’adsorption de l’acide p-coumarique sur des adjuvants 
œnologiques a été étudiée et l’application de cette adsorption sur deux vins du 
commerce a été testée. Quelques résultats sont à retenir : 
 
o Le PVPP semble être un meilleur adsorbant que les écorces de levures pour 
l’adsorption de l’acide p-coumarique du milieu. Il peut réduire d’une façon 
remarquable la concentration de l’acide p-coumarique dans le milieu et ceci dans 
des temps relativement courts. 
 
o Le pH et la concentration en éthanol n’ont pas d’effets significatifs sur la 
capacité d’adsorption du PVPP dans les conditions œnologiques. 
 
o La température (dans une gamme de 20 à 35 °C)  favorise l’adsorption de l’acide 
p-coumarique. 
 
o L’effet néfaste du PVPP sur la couleur du vin peut être contrôlé en optimisant le 
temps de contact pour l’élimination de l’acide p-coumarique du milieu 
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1. Introduction générale 
Comme nous l’avons vu dans la synthèse bibliographique, la bioconversion de l’acide p-
coumarique en 4-éthylphénol par Brettanomyces sp. dans les vins pose toujours à l’heure 
actuelle beaucoup de questions. Plus particulièrement, nous avons constaté que les aspects 
cinétiques demeurent peu étudiés. S’il semble bien établi de nos jours que la présence de 4-
éthylphénols dans les vins provient du travail successif de deux enzymes présentes chez 
Brettanomyces, les mécanismes mis en jeu, ainsi que l’occurrence ou non de ces réactions 
restent obscurs et méritent à nos yeux des études approfondies. Ce chapitre se penche sur la 
cinétique de la bioréaction, et essaye d’apporter un certain nombre de réponse. 
 
2. Fermentation d’un milieu vin synthétique (MSV) par Brettanomyces bruxellensis : 
reproductibilité et analyse. 
Cette thèse ayant été réalisée en co-tutelle entre le Liban et la France, des manipulations 
ont été effectuées dans les deux pays avec du matériel différent. Pour des raisons pratiques, 
nous avons été amenés à réaliser des fermentations avec deux types d’appareillage. Si toutes 
nos cultures ont été effectuées dans des erlenmeyers, selon les modes opératoires décrits dans 
le chapitre « Matériels et Méthodes », les deux premières séries de fermentations ont été 
réalisées dans un bain-marie, où les milieux ont été agités avec des barreaux aimantés alors 
que les autres séries ont été réalisées dans un incubateur, où l’agitation s’effectuait à l’aide 
d’une table agitante. Dans les deux cas, l’agitation a été fixée à 250 tours/min et la 
température à 30oC. Connaissant la sensibilité parfois inexplicable des souches (et surtout de 
Brettanomyces) aux conditions de cultures, il nous a semblé opportun de commencer cette 
partie en montrant la bonne répétabilité des résultats obtenus. Nous en profiterons pour 
décrire le comportement général de notre souche vis-à-vis des substrats carbonés utilisés et de 
la bioconversion.  
 
2.1. Fermentations en bain-marie 
2.1.1. Evolution de la biomasse 
La figure 1 montre les courbes de croissance exprimées en millions de cellules par mL 
lors de la répétition de trois fermentations en bain-marie:  
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les deux premières ont été effectuées au Liban (CAR-USJ Beyrouth), la troisième a été 
effectuée en France (LGC-Toulouse).  
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Figure VI. 1. Répétabilité des courbes de croissance. Agitation en bain-marie 
(♦) Répétition 1, (♦) Répétition 2, (♦) Répétition 3 
 
Hormis 2 points de la phase exponentielle de croissance de la répétition 2, la dispersion de 
l’ensemble des points n’est jamais supérieure à l’erreur expérimentale de mesure de la 
biomasse. Nous en concluons donc une bonne reproductibilité. 
La courbe de croissance obtenue est classique pour les levures, avec trois phases distinctes : 
une phase de pseudo-latence (40h environ) durant laquelle le nombre de cellules présentes 
augmente lentement, suivie ensuite d’une phase de croissance active (40 à 120h) et enfin une 
phase stationnaire où le nombre de cellules restent stables à une valeur de 180 millions 
environ. Notons que si cette allure de croissance obtenue pour notre souche est classique des 
levures, ce n’est pourtant pas toujours le cas pour les Brettanomyces qui peuvent avoir des 
croissances en plusieurs paliers ou linéaires comme l’a montré Barbin (2007) pour certaines 
souches.  
 
2.1.2. Consommation des sucres et production d’éthanol 
Les profils de consommation du glucose et du fructose sont présentés sur les figures 2 et 3 
pour les 3 fermentations en bain-marie. La reproductibilité des résultats obtenus est là encore 
bonne puisque les écarts sont de l’ordre de grandeur de l’erreur de mesure des constituants.  
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Figure VI. 2. Consommation du Glucose. Agitation en bain-marie 
(♦) Répétition 1, (♦) Répétition 2, (♦) Répétition 3 
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Figure VI. 3. Consommation du fructose. Agitation en bain-marie 
(♦) Répétition 1, (♦) Répétition 2, (♦) Répétition 3 
 
Les cinétiques de consommation des sucres sont similaires à celles de production de 
biomasse puisque l’on retrouve les 3 phases aux même temps : consommation lente 
correspondant à la phase de pseudo-latence, consommation rapide pendant la phase de 
croissance active jusqu’à épuisement à 120 h, temps auquel la concentration en biomasse 
stagne.  
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Notons également que les vitesses de consommation du glucose et du fructose sont 
strictement identiques pour cette souche. Les deux substrats sont assimilés jusqu’à 
épuisement sans qu’une préférence pour l’un ou pour l’autre ne soit visible. 
 
Les mesures des concentrations en éthanol tout au long de la fermentation ont également 
été effectuées. Elles restent quasi constantes aux alentours de la concentration initiale (10% 
v/v). Dans nos conditions, notre souche ne produit et ne consomme donc que très peu 
d’éthanol à partir des 20 g/L de sucres totaux initiaux. 
 
2.1.3. Bioconversion 
Il est connu qu’une population microbienne est stable quand elle arrive à sa phase 
stationnaire. Afin de limiter les paramètres variables, l’étude de la reproductibilité de la 
bioconversion a été effectuée lorsque la population de Brettanomyces a atteint cette phase. La 
figure 4 présente les profils obtenus lors de la fermentation en bain-marie pour les 3 
constituants impliqués dans la bioconversion : acide p-coumarique, 4-vinylphénol, 4-
éthylphénol. Lors de ces expériences, l’acide coumarique est introduit dans le milieu de 
fermentation en début de phase stationnaire de la biomasse (120 h de fermentation, 
correspondant au temps zéro sur la figure 4). Afin de ne pas surcharger la figure, seules les 
courbes pour 2 répétitions sont présentées. Notons la bonne reproductibilité de ces mesures. 
Nous ne commenterons pas plus ces courbes ici car nous y reviendrons plus en détail par la 
suite. 
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Figure VI. 4. Etude de la reproductibilité de la bioconverison en phase stationniare 
Agitation en bain-marie. (♦) acide p-coumarique, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol 
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2.2. Fermentations en incubateurs 
2.2.1. Evolution de la biomasse 
De même que pour les fermentations effectuées en bain-marie, la reproductibilité en 
incubateur a été validée par la répétition de plusieurs fermentations dans ces conditions. Une 
très bonne reproductibilité a été constatée, comme le montre la dispersion de l’ensemble des 
points qui n’est jamais supérieure à l’erreur expérimentale de mesure de la biomasse. 
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Figure VI. 5. Répétabilité des courbes de croissances. Agitation incubateur 
(♦) Répétition 1, (♦) Répétition 2, (♦) Répétition 3 
 
2.2.2. Bioconversion 
De même que lors de fermentations en bain-marie, l’étude de la reproductibilité des 
cinétiques de la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol a été effectuée en 
phase stationnaire, car la population à ce stade est stable. L’acide p-coumarique est alors 
ajouté en début de phase stationnaire, donc 150 h (temps zéro sur la figure 6) après le début 
de la fermentation. Le suivi de l’acide p-coumarique ainsi que l’apparition du 4-vinylphénol 
et du 4-éthylphénol est représenté en deux répétitions sur la figure 6. Une très bonne 
reproductibilité est alors remarquée dans les conditions d’étude. 
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Figure VI. 6. Etude de la reproductibilité de la bioconverison en phase stationnaire 
Agitation en bain-marie. (♦) acide p-coumarique, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol 
 
2.3. Conclusion 
Le but de ce paragraphe était de montrer la bonne reproductibilité des fermentations 
réalisées et des mesures des constituants analysés afin de ne pas remettre en cause par la suite 
les différences observées lors d’expériences effectuées dans des conditions différentes. Ceci 
nous a également permis de montrer que la souche de Brettanomyces bruxellensis étudiée a 
un comportement classique pour ces levures vis-à-vis de la croissance et de la consommation 
des sucres. 
2.4. Comparaison des résultats obtenus selon les deux modes d’agitation 
Si la reproductibilité en bain-marie et en incubateur est très bonne, de façon surprenante, 
les résultats obtenus avec ces deux modes d’agitation ont été sensiblement différents 
concernant notamment la bioconversion. Nous présentons ici les différences observées. 
 
2.4.1. Comparaison des croissances et des sucres 
La figure 7 compare l’évolution de la biomasse lors de fermentations en bain-marie et en 
incubateur. Si globalement les allures de croissance sont les mêmes, nous constatons une 
légère différence sur les cinétiques. La croissance en bain-marie est plus rapide qu’en 
incubateur. Ainsi, la phase exponentielle se termine après 120 heures dans le cas de 
l’agitation avec un barreau aimanté, contre 150 h dans le cas de l’agitation dans un 
incubateur. La quantité de biomasse finale est cependant comparable dans les 2 cas. 
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Figure VI. 7. Comparaison de la croissance selon les deux modes d’agitation. 
(♦) Agitation en bain-marie, (♦) Agitation en incubateur 
 
Pour les sucres (non montrés), les mêmes profils globaux sont obtenus pour les deux 
modes d’agitations, avec la même différence au niveau des vitesses de consommation que 
pour la production de biomasse. Les deux sucres (glucose et fructose) ne sont ainsi épuisés 
qu’après 150 h dans l’incubateur contre 120 h dans le bain-marie. 
 
2.4.2. Comparaison de la bioconversion 
Nous rappelons que pour étudier la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-
éthylphénol, nous avons choisi d’ajouter 10 mg/L d’acide p-coumarique dès que la population 
atteint sa phase stationnaire de croissance. D’après les courbes de croissance que nous venons 
de voir, cet ajout s’effectue après 120 h pour les cultures en bain-marie et après 150 h pour les 
cultures en incubateur. Les figures 8, 9 et 10 comparent les évolutions des ces 3 constituants 
dans les 2 cas, l’origine du temps étant le moment de l’ajout de l’acide coumarique pour 
chacune des cultures.  
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Figure VI. 8. Consommation de l’acide p-coumarique en fonction du temps 
(♦) Agitation bain-marie, (♦) Agitation incubateur 
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Figure VI. 9. Apparition du 4-vinylphénol en fonction du temps 
(♦) Agitation bain-marie, (♦) Agitation incubateur  
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Figure VI. 10. Apparition du 4-éthylphénols en fonction du temps 
(♦) Agitation bain-marie, (♦) Agitation incubateur  
 
Il apparaît que les cinétiques de bioconversion sont beaucoup plus lentes dans le cas de 
l’agitation dans l’incubateur. Ainsi, nous remarquons sur la figure 8 que la disparition du 
milieu de l’acide p-coumarique est totale après seulement 22 heures lorsque l’agitation est 
effectuée dans le bain-marie contre 53 heures quand l’agitation a lieu dans l’incubateur. Le 
ralentissement des cinétiques de bioconversion en incubateur est encore plus flagrant sur 
l’apparition du 4-éthylphénol puisque un plateau est atteint après 48 h dans le cas de 
l’agitation avec un barreau aimanté, alors qu’après 94 h le 4-éthylphénol continu à apparaître 
avec le second mode d’agitation (Figure 10).  
Concernant le 4-vinylphénol (Figure 9), son apparition et sa disparition suivent les 
cinétiques de disparition de l’acide coumarique et d’apparition du 4-éthylphénols. Son profil 
est donc aussi totalement différent entre les deux modes d’agitation. 
 
2.4.3. Discussions des résultats 
Les différences de vitesse de croissance et surtout de cinétiques de bioconversion entre 
une agitation en incubateur et en bain-marie avec barreau aimanté étaient inattendues. La 
bonne reproductibilité de chacun des modes de culture obtenue lors des répétitions nous 
permet donc d’affirmer que le mode d’agitation a un effet sur les cinétiques. A ce stade, nous 
ne pouvons qu’avancer des hypothèses sur les raisons de ces observations.  
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Celle qui nous semble la plus vraisemblable est liée au transfert d’oxygène qui est 
certainement différent selon le mode d’agitation. Nous pouvons penser que le transfert 
d’oxygène lors des fermentations en incubateur est différent de celui obtenu en agitation avec 
barreau aimanté et que ce facteur a une influence importante sur la cinétique de bioconversion 
et à un degré moindre sur celle de la croissance. Malheureusement, nous n’avons pas mesuré 
ce facteur lors de nos fermentations et cette hypothèse sera à tester dans des études futures. 
 
3. Bilan matière lors de la bioconversion  
La réaction de transformation de l’acide coumarique en 4-éthylphénols est connue comme 
la succession de deux réactions enzymatiques, l’intermédiaire réactionnel étant le 4-vinyl 
phénol. Ces réactions sont stoechiométriquement équimolaires : 1 mole d’acide p-coumarique 
produit 1 mole de 4-vinylphénol qui produit 1 mole de 4-éthylphénol. La plupart des études 
sur la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol se contentent de suivre de 
façon cinétique l’apparition du produit final à partir de la connaissance de la quantité initiale 
du substrat. De là, les auteurs de ces études calculent des rendements (souvent massiques) de 
bioconversion qui sont systématiquement inférieurs à 100%. Que peut-on conclure de ces 
rendements massiques ? De l’acide p-coumarique ou du 4-vinylphénol  subsistent-ils dans le 
milieu réactionnel ? Existe-t-il une autre voie de consommation de l’acide p-coumarique ou 
du 4-vinylphénol? Sachant que les dosages se font dans le milieu réactionnel, y–a-t-il 
accumulation d’un des 3 produits dans les cellules ? 
 
Afin de répondre à ces questions, nous avons mis au point des méthodes précises de 
dosage des trois constituants dans une matrice vin. Ceci nous permet de suivre de façon 
cinétique l’évolution des composés présents dans le milieu et donc, en faisant la somme des 
trois, de voir si nous retrouvons à chaque instant les quantités initiales mises en jeu. Les 
réactions étant équimolaires, ces bilans doivent être réalisés en mole et non en masse.  
A titre d’exemple, et comme l’étude de la bioconversion a été effectuée lors de la phase 
stationnaire lorsque la population est stable et ne croît plus, les figures 11 et 12 récapitulent 
pour les deux modes d’agitation dont nous venons de parler l’évolution des 3 constituants et 
montrent également leur somme au cours du temps. 
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Figure VI. 11. Profil cinétique de la bioconversion de l’acide p-coumarique  
en 4-vinylphénol puis en 4-éthylphénol. Agitation : bain-marie. 
(♦) p-coumarique, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) Bilan instantané 
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Figure VI. 12. Profil cinétique de la bioconversion de l’acide p-coumarique  
en 4-vinylphénol puis en 4-éthylphénol. Agitation: incubateur. 
(♦) p-coumarique,(♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) Bilan instantané 
 
Pour ces expériences, la quantité d’acide p-coumarique est de 10 mg/L ce qui correspond 
à 0,06 mol/L. Le point initial fait état de la présence de 0,05 mol/L dans le milieu. Nous 
avons vu dans le chapitre 4 que cette perte était essentiellement dûe à l’adsorption sur les 
cellules d’une partie de l’acide p-coumarique.  
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S’il n’y a pas de désorption au cours de la fermentation, seul 0,05 mol/L d’acide 
coumarique entre en jeu pour la bioconversion. Le bilan matière montre que cette quantité se 
retrouve tout au long de la fermentation en faisant la somme de l’acide p-coumarique, du 4-
vinylphénol et du 4-éthylphénol. La conservation du bilan matière est vérifiée parfaitement 
pour ces deux essais, aux erreurs de mesure près. Pour toutes les autres expériences réalisées 
et que nous présenterons par la suite, le constat sera le même : nous retrouvons à chaque 
instant la quantité d’acide p-coumarique qui n’a pas été adsorbé initialement sous une des 3 
formes de la bioconversion. Seules deux expériences ne suivront pas cette constatation et 
nous essaierons de l’expliquer le moment venu.  
 
Nous pouvons donc en conclure plusieurs points importants : 
o l’acide p-coumarique adsorbé initialement ne se désorbe pas durant la fermentation et 
ne participe donc pas à la bioconversion.  
o la conversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol semble être la seule voie de 
transformation de cet acide par notre souche de Brettanomyces. 
o de même, l’intermédiaire réactionnel, le 4-vinylphénol ne semble pas pouvoir être 
transformé en un autre produit que le 4-éthylphénol. 
o ces bilans étant effectués sur des dosages dans le milieu réactionnel, cela montre, 
lorsque le bilan est constant, qu’aucun des 3 produits n’est accumulé dans les cellules. 
o les taux de conversion inférieurs à 100 % mentionnés dans la bibliographie ne 
permettent pas de trancher sur le potentiel de bioconversion d’une souche. Les pertes 
initiales d’acide coumarique par adsorption peuvent peut être expliquer en grande 
partie les résultats observés. En effet, un rendement de conversion bas ne signifie pas 
forcément une faible capacité de bioconversion de la souche mais peut être une 
capacité d’adsorption élevée. 
o La présence du 4-vinylphénol dans le milieu réactionnel pose des questions sur les 
mécanismes enzymatiques de cette bioconversion. Ces réactions enzymatiques se 
font-elles dans le milieu extracellulaire ce qui expliquerait la présence des 3 
constituants dans le milieu ? L’étude de ces hypothèses sera l’objet du paragraphe 
suivant. 
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4. Etude des cinétiques de la bioconversion selon les différentes phases de croissance 
Comme déjà mentionné dans la bibliographie, les auteurs ont des avis très divergents sur 
le stade de la croissance microbienne dans lequel la bioconversion de l’acide p-coumarique en 
4-éthylphénol a lieu. Afin de vérifier ces hypothèses et avancer des conclusions sur les 
cinétiques de la bioréaction, la bioconversion a été étudiée aux différentes étapes de la 
croissance.  
Ainsi, sur des fermentations réalisées en bain-marie, 10 mg/L d’acide p-coumarique ont 
été ajoutés en début de phase de latence, juste après l’ensemencement des cellules. Dans une 
autre série de fermentations, 10 mg/L d’acide p-coumarique ont été ajoutés en début de la 
phase de croissance active (après 40h). Enfin, sur une dernière série de fermentations, les 10 
mg/L d’acide p-coumarique ne sont ajoutés que lorsque la population a déjà atteint sa phase 
stationnaire (après 120h). Le suivi cinétique de la bioconversion a été réalisé avec les 
analyses HPLC/UV et GC/MS détaillées dans la partie « Matériels et Méthodes », et ceci 
jusqu’à un stade avancé de la phase stationnaire des trois expériences.  
 
4.1. Profils de la bioconversion en fonction de la phase de croissance  
Les profils de consommation de l’acide p-coumarique, d’apparition du 4-vinylphénol et du 4-
éthylphénol ainsi que la somme des trois constituants (bilan matière) ont été tracés sur les 
figures 13, 14 et 15.  
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Figure VI. 13. Ajout de l’acide p-coumarique en début de phase de latence 
(♦) acide p-coumarique, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) Bilan instantané 
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Figure VI. 14. Ajout de l’acide p-coumarique en début de phase de croissance 
(♦) acide p-coumarique, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) Bilan instantané 
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Figure VI. 15. Ajout de l’acide p-coumarique en début de phase de stationnaire 
(♦) acide p-coumarique, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) Bilan instantané 
 
Lorsqu’il est ajouté en début de phase stationnaire (fig.15), tout l’acide p-coumarique 
mesuré au temps initial dans le milieu est converti mole à mole en 4-éthylphénol au terme de 
la réaction. Par contre, lorsqu’il est ajouté en début de phase de latence ou bien en début de 
phase de croissance (fig. 13 et 14), les quantités de 4-éthylphénol produites sont inférieures à 
la quantité d’acide p-coumarique qui a disparu du milieu.  
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En effet, pour 0,05 mmol/L d’acide p-coumarique disponibles initialement, on ne retrouve 
que 0,03 mmol/L de 4-éthylphénol quand le précurseur est ajouté en début de la phase de 
latence et 0,035 mmol/L lorsqu’il est ajouté en début de phase de croissance. En revanche, la 
concentration finale en 4-éthylphénol est de 0,05 mmol/L quand l’acide p-coumarique est 
ajouté en début de phase stationnaire. 
 
Afin de vérifier si la différence entre l’acide p-coumarique disparu et le 4-éthylphénol 
apparu correspond à l’accumulation du produit intermédiaire 4-vinylphénol, le bilan matière 
instantané a été réalisé (somme des trois constituants au cours de la fermentation).  
Dans les deux premières expériences, lorsque l’acide p-coumarique est ajouté en début de la 
phase de latence ou bien en début de la phase de croissance, nous remarquons une diminution 
de la valeur du bilan instantané au début de la bioconversion, suivi d’un retour à la valeur 
initiale. Cette chute du bilan n’est pas observée lorsque l’acide p-coumarique est ajouté en 
début de phase stationnaire (Fig. 15). Ainsi, au temps final et au temps initial, le bilan matière 
de la bioconversion est vérifié, car tout l’acide coumarique disponible au temps zéro est 
retrouvé sous l’une des trois formes: p-coumarique, 4-vinylphénol ou/et 4-éthylphénol.  
La chute momentanée du bilan observée pour les deux premiers cas pourrait être expliquée 
par l’accumulation dans la cellule de l’un des substrats ou produits. Une vitesse de 
pénétration de l’acide p-coumarique plus rapide que sa vitesse de transformation en 4-
vinylphénol pourrait par exemple expliquer une accumulation dans la cellule et donc par 
conséquent une chute de la somme des trois constituants dosés dans le milieu extracellulaire. 
  
4.2. Calculs des vitesses de consommation de l’acide p-coumarique et de l’apparition du 
4-éthylphénol en fonction de la phase de croissance 
Pour essayer de comprendre dans quelle phase de croissance la cinétique de production 
des 4-éthylphénols a lieu de façon complète et rapide, les profils des différentes vitesses ont 
été tracés. A partir des données expérimentales, nous avons pu calculer la vitesse de 
consommation de l’acide p-coumarique, ainsi que la vitesse d’apparition des 4-éthylphénols 
en fonction du temps. Les résultats sont présentés sur les graphiques 16 et 17. 
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Figure VI. 16. Vitesses de disparition de l’acide p-coumarique  
en fonction du temps aux différentes phases de la croissance 
(♦) latence, (♦) croissance, (♦) stationnaire 
 
Nous remarquons que la vitesse de consommation de l’acide p-coumarique augmente 
avec l’avancement de la phase de croissance de la population. La vitesse de consommation 
maximale passe de 0,0004 mmol/L/h lorsque l’acide p-coumarique est ajouté en phase de 
latence, à 0,004 mmol/L/h lors de son ajout en phase stationnaire. 
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Figure VI. 17. Vitesses d’apparition  des éthylphénols 
 en fonction du temps aux différentes phases de la croissance 
(♦) latence, (♦) croissance, (♦) stationnaire 
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De même, le graphique 17 nous montre que la vitesse de production des 4-éthylphénols 
est plus grande lors de l’ajout en phase stationnaire : 0,0056 mmol/L/h contre 0,00001 
mmol/L/h en phase de latence.  
Pour savoir si cette augmentation de vitesse est due à l’état physiologique de la cellule et non 
seulement au nombre différent de cellules entre les phases, les vitesses spécifiques ont été 
calculées.  
 
4.3. Calculs des vitesses spécifiques de consommation de l’acide p-coumarique et de 
l’apparition du 4-éthylphénol en fonction de la phase de croissance 
La vitesse spécifique traduit la capacité d’une cellule à consommer l’acide p-coumarique 
ou bien à produire le 4-éthylphénol. En réalité, la vitesse spécifique montre le comportement 
de la levure à l’état cellulaire vis-à-vis de la consommation de l’acide p-coumarique, 
indépendamment de la population totale présente dans le réacteur. Les graphiques 18 et 19 
présentent les vitesses spécifiques de consommation de l’acide p-coumarique lorsque celui-ci 
est ajouté différentiellement au début des différentes phases de croissance, ainsi que les 
vitesses spécifiques de l’apparition du 4-éthylphénol. 
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Figure VI. 18. Vitesse spécifique de disparition de l’acide p-coumarique 
 en fonction du temps aux différentes phases de la croissance 
(♦) latence, (♦) croissance, (♦) stationnaire 
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Figure VI. 19. Vitesse spécifique d’apparition des 4-éthylphénols  
en fonction du temps aux différentes phases de la croissance 
(♦) latence, (♦) croissance, (♦) stationnaire 
 
D’après ces courbes, la vitesse spécifique maximale de consommation de l’acide p-
coumarique diminue en passant de la phase de latence à la phase de croissance, pour atteindre 
sa valeur minimale en phase stationnaire. Ainsi, sa valeur est de 1,28.10-04, 4,79.10-05 et 
1,21.10-05 mol/cellule/h pour respectivement des ajouts d’acide p-coumarique en début de  
phase de latence, phase de croissance  et phase stationnaire. 
Par contre, c’est l’inverse pour la vitesse de production des 4-éthylphénols qui est 
croissante en passant de la phase de latence, à la phase stationnaire. Les vitesses spécifiques 
maximales atteignent 1,22.10-05, 2,64.10-05 et 3,13.10-05 mol/cellule/h pour les trois phases. 
 
4.4. Discussion des résultats 
Pour étudier les vitesses spécifiques de consommation et de production, il faut bien 
comprendre quels sont les phénomènes mis en jeu dans la réaction que nous étudions. 
L’analyse bibliographique permet de diviser la bioconversion de l’acide p-coumarique en 6 
étapes décrites sur la figure 20. 
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Figure VI. 20. Différentes étapes de la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol chez 
Brettanomyces bruxellensis 
 
Sachant que la cinnamate décarboxylase est une enzyme constitutive endocellulaire 
(Chatonnet et al. 1992a, Edlin et al., 1998), la transformation de l’acide p-coumarique en 4-
vinylphénol se produit à l’intérieur de la cellule. Ainsi, une disparition de cet acide du milieu 
correspond à une première étape, celle de sa pénétration dans le cytoplasme. Après sa 
conversion en 4-vinylphénol (étape 2), ce dernier est excrété dans le milieu extracellulaire 
(étape 3), puisque nous le retrouvons par dosage dans le surnageant. Selon Tchobanov (2007), 
la vinylphénol réductase est aussi une enzyme constitutive. Toutefois, personne n’a prouvé 
jusqu’à ce jour si cette enzyme est cytoplasmique ou membranaire. Dans le premier cas, afin 
que le 4-vinylphénol soit en contact avec cette enzyme, il doit franchir de nouveau la barrière 
de la cellule (étape 4) où il est converti en 4-éthylphénol (étape 5), ce dernier étant à son tour 
excrété dans le milieu extracellulaire (étape 6). Dans le second cas, il devra être en contact 
avec la levure pour être réduit. Nous pouvons distinguer alors 6 vitesses (ou 5) 
correspondants à 6 étapes (ou 5) successives afin de passer de l’acide p-coumarique jusqu’au 
4-éthylphénol. Quatre étapes correspondent à des entrées ou sorties de constituants de la 
cellule et deux étapes à des réactions enzymatiques. 
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Les vitesses spécifiques calculées correspondent à la disparition du coumarique (étape 1 
uniquement) et à l’apparition des 4-éthylphénols qui est le résultat des 6 (ou 5) étapes 
précédentes. Les valeurs maximales de ces vitesses sont observées en phase de latence pour la 
disparition du coumarate mais en phase stationnaire pour l’apparition du 4-éthylphénols.  
Lorsque le bilan instantané est constant tout au long de la bioconversion, cela signifie qu’il 
n’y a pas d’accumulation d’un des trois produits dans le milieu cellulaire. Les vitesses 
d’entrée des constituants sont donc toujours égales à celles de sortie. Il est alors raisonnable 
de penser que les vitesses ainsi observées sont celles des deux réactions enzymatiques. Par 
contre, lorsque le bilan diminue en cours de fermentation (figure 13 et 14), cela signifie qu’un 
des trois composés s’accumule dans la cellule. Dans ce cas, si la vitesse de disparition de 
l’acide p-coumarique est toujours relative à l’étape 1, celle d’apparition du 4-éthylphénol est 
difficilement exploitable car elle est la conséquence des vitesses de conversion enzymatique 
mais aussi des vitesses d’entrée et de sortie des constituants.  
Malgré les incertitudes sur ce que représentent réellement les vitesses d’apparition des 4-
éthylphénols, les cinétiques trouvées dans notre étude vont dans le même sens que les travaux 
de Tchobanov (2007) montrant que la vinylphénol réductase s’exprime le plus intensément en 
phase stationnaire chez Brettanomyces bruxellensis.  
Pour l’acide p-coumarique, l’exploitation des vitesses spécifiques est plus simple dans la 
mesure où elle traduit directement la vitesse d’entrée dans la cellule. La pénétration de l’acide 
p-coumarique apparaît être plus rapide lorsque la cellule est en phase de latence. Ceci pourrait 
être expliqué par l’état de la paroi de la cellule encore jeune en phase de latence, alors que 
l’activité enzymatique n’est pas encore maximale.  
 
En observant les bilans de conversion, nous remarquons que l’acide p-coumarique est 
transformé totalement en 4-éthylphénol avec un rendement de 100% seulement lorsqu’il est 
ajouté en début de phase stationnaire. Dans les autres cas, nous trouvons un ralentissement de 
la bioréaction. Dans un temps similaire, le rendement en 4-éthylphénol reste inférieur à 75%. 
Une accumulation de l’acide p-coumarique et/ou du 4-vinylphénol dans la cellule est alors 
probable, car l’acide p-coumarique continu à disparaitre du milieu sans toutefois se retrouver 
en 4-éthylphénol correspondant. Cette accumulation est maximale lors de l’ajout en phase de 
latence puisque l’écart entre les vitesses de disparition et d’apparition est maximal. Par la 
suite, le bilan revient à sa valeur initiale traduisant la disparition de l’accumulation.  
Par contre, la seconde partie de la bioconversion demeure inachevée, avec une présence 
résiduaire du 4-vinylphénol dans le surnageant (Figure 13 et 14).  
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Ce ralentissement de la bioconversion rencontré lorsque l’acide p-coumarique a été ajouté 
avant la phase stationnaire (latence ou croissance) peut avoir plusieurs causes, notamment la 
non régénération des cofacteurs, ou bien l’inhibition des enzymes qui restent peu actives et 
surtout en quantités assez réduites par rapport à la phase stationnaire (Tchobanov, 2007).  
 
Suite à ces expériences, nous avons décidé d’effectuer les études cinétiques en phase 
stationnaire de croissance de Brettanomyces bruxellensis afin de n’avoir jamais 
d’accumulation d’un des trois produits dans la cellule.  
 
Toutefois, plusieurs constatations nous amènent à nous poser des questions, notamment 
pour essayer de comprendre pourquoi la réaction est complète quand l’acide p-coumarique est 
ajouté en phase stationnaire, alors qu’elle est limitée s’il est introduit dans les stades 
préstationnaires de la culture de Brettanomyces ? Quel serait l’effet de la présence initiale de 
l’intermédiaire réactionnel 4-vinylphénol ou bien du produit final 4-éthylphénol? La quantité 
de 4-éthylphénol dans un vin est-elle fonction de la population présente ou bien une faible 
population induit-elle un risque non négligeable ? Quel serait le rôle des cofacteurs dans la 
bioconversion ? … 
 
5. Etude de l’impact de la présence du 4-vinylphénol initial sur la bioconversion 
5.1. Utilisation du 4-vinylphénol exogène 
Afin d’étudier l’effet sur la bioconversion de la présence du 4-vinylphénol dans le milieu, 
du 4-vinylphénol commercialisé a été ajouté dans le milieu de fermentation juste après 
ensemencement par les levures. Le 4-vinylphénol commercialisé se présente en solution à 
10% dans du propylène glycol. Pour des raisons techniques, il n’a pu être ajouté en solution 
qu’à la concentration minimale de 0,3 mmol/L, ce qui est 6 fois plus important que les 
concentrations des fermentations précédentes réalisées avec des ajouts de 0,06 mmol/L 
d’acide p-coumarique. La fermentation a donc été réalisée avec cette quantité de 4-
vinylphénol dans le milieu initial et dès que la population de levures a atteint sa phase 
stationnaire, de l’acide p-coumarique a été ajouté à la concentration de 10 mg/L (0,06 
mmol/L).  
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Figure VI. 21. Cinétique de l’apparition du 4-éthylphénol. Présence initiale de 4-vinylphénol 
(♦) Bilan matière, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) acide p-coumarique (axe secondaire de droite). 
 
La figure 21 montre clairement que, durant les premières 50 h, une consommation du 4-
vinylphénol a eu lieu, produisant une quantité équivalente en 4-éthylphénol (bilan constant). 
Cette conversion s’arrête ensuite et ne reprend jamais, même après 150h. L’acide p-
coumarique ajouté au bout de 130 h, lorsque la population atteint sa phase stationnaire, 
disparaît totalement du milieu. Par contre, on ne le retrouve pas transformé en 4-vinylphénol 
ou bien en 4-éthylphénol. Ceci laisse penser qu’il a été stocké dans la cellule. Cette 
manipulation a été utilisée simplement à titre indicatif pour les pistes à suivre. En effet, la 
concentration en 4-vinylphénol utilisée est largement supérieure à celles trouvées dans les 
vins, et par suite, l’effet sur la bioconversion pourrait être surestimé. D’autre part, comme il 
se présente en solution de propylène glycol, ce solvant pourrait biaiser l’effet sur la 
population et sur la bioréaction.  
Sachant que le travail avec ce 4-vinylphénol commercial est limitant du fait de son 
conditionnement, nous avons essayé de travailler avec du 4-vinylphénol produit par des 
levures en cours de fermentation. Ceci nous a mené alors à réaliser des cultures séquentielles 
de levures Saccharomyces cerevisiae puis de levures Brettanomyces bruxellensis. 
 
5.2. Utilisation du 4-vinylphénol produit par saccharomyces sp. 
5.2.1. Production du 4-vinylphénol par 5 souches de Saccharomyces cerevisiae 
Cinq souches de Saccharomyces cerevisiae ont été utilisées. Elles ont été fournies par la 
société Lallemand Inc, et auront ici pour références : BDX, CY, L20, Lev et MT.  
Etude cinétique de la bioconversion 
 157
Les cinétiques de croissance de ces levures ont été étudiées au cours d’une thèse soutenue 
récemment au sein du Laboratoire (Nehme et al., 2008). Il a été montré que ces cinq souches 
ont des comportements cinétiques et biochimiques très proches (consommation des 
nutriments, vitesses de croissance, population finale…).  
La première étape était de tester la production de 4-vinylphénol par l’une de ces souches. 
Des cultures ont été réalisées (ref. matériels et méthodes) avec une concentration initiale de 
70 mg/L d’acide p-coumarique. Les profils de production du 4-vinylphénol sont présentés sur 
la figure 22. 
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Figure VI. 22. Cinétique de production du 4-vinylphénol par Saccharomyces cerevisiae 
(♦) BDX, (♦) CY, (♦) L20, (♦) Lev, (♦) MT. 
 
Nous remarquons que les cinq souches testées peuvent être divisées en 2 groupes 
distincts. Le premier groupe contenant les souches BDX, CY et L20, alors que les deux autres 
souches Lev et MT forment le second groupe. Le premier groupe de souches a une cinétique 
de production du 4-vinylphénol plus rapide que le second. Ainsi, si les premières souches 
produisent 0,4 mmol/L de 4-vinylphénol pendant 100 heures, les souches du second groupe 
n’en produisent que 0,05 mmol/L.  
Si nous suivons la consommation de l’acide p-coumarique, nous trouvons que ce dernier 
est consommé de la même façon par les cinq souches. Ceci nous mène à penser que lorsque 
sa conversion n’est pas assez rapide, il est stocké dans les cellules.  
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Cette disparité de production de 4-vinylphénol par les 5 souches testées rejoint les 
résultats de Estevez et al. (2004) qui montrent que différentes souches de Sacharomyces 
cerevisiae inoculées dans un même vin produisent des quantités différentes en 4-
vinylphénols. 
Ayant atteint notre but, nous avons retenu la souche BDX appartenant au premier groupe 
pour la production de 4-vinylphénol. Pour cette souche, le profil de conversion de l’acide p-
coumarique en 4-vinylphénol est présenté sur la figure 23. 
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Figure VI. 23. Cinétique de production du 4-éthylphénol. Souche BDX 
(♦) Bilan matière, (♦) 4-vinylphénol, (♦) acide p-coumarique. 
 
Le milieu préfermenté par cette souche contenant donc du 4-vinylphénol a subi une 
dilution au dixième. Il a été enrichi en sucre et en matière azotée pour avoir une concentration 
similaire à celle du milieu synthétique vin (MSV). Ce milieu a été ensuite ensemencé par les 
levures Brettanomyces. 
 
5.3. Culture séquentielle : Utilisation du 4-vinylphénol produit par Saccharomyces 
cerevisiae 
5.3.1. Consommation du 4-vinylphénol par la levure Brettanomyces bruxellensis 
La levure Brettanomyces bruxellensis assimile le 4-vinylphénol au cours de sa croissance. 
Ce substrat n’a toutefois aucune action sur la vitesse de croissance ou bien sur la population 
finale atteinte en phase stationnaire. La figure 24 montre que le bilan matière de la 
transformation est parfaitement vérifié et que la disparition du 4-vinylphénol du milieu 
coïncide exactement avec l’apparition du 4-éthylphénol.  
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La deuxième étape de l’étude sera alors l’ajout de l’acide p-coumarique en phase stationnaire, 
afin de suivre sa bioconversion dans le milieu.  
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Figure VI. 24. Cinétique de production du 4-éthylphénol à partir du 4-vinylphénol 
(♦) Bilan matière, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol 
 
 
5.3.2. Impact de la présence de 4-vinylphénol initialement sur la bioconversion 
de l’acide p-coumarique 
Sur la figure 25 sont présentés les résultats de la fermentation réalisée avec la présence de 
4-vinylphénol dans le milieu initial et ajout de 10 mg/L d’acide p-coumarique lorsque les 
levures Brettanomyces ont atteint la phase stationnaire, au bout de 110h environ. La première 
partie de la fermentation est identique à la fermentation précédente : les 4-vinylphénols 
consommés sont intégralement et immédiatement retrouvés sous forme de 4-éthylphénols 
dans le milieu extracellulaire. 
Lorsque l’acide p-coumarique est ajouté, il est complètement consommé en 100 h 
environ. Par contre, l’apparition de 4-vinylphénol et de 4-éthylphénol est inférieure à la 
quantité d’acide coumarique consommée. La chute du bilan traduit donc le stockage d’une 
partie de l’acide p-coumarique dans la cellule.  
Seulement 0,015 mmol/L de 4-éthylphénols supplémentaires sont formés en 100h par l’ajout 
de 0,06 mmol/L d’acide p-coumarique. 
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Figure VI. 25. Cinétique de production du 4-éthylphénol avec présence initiale de 4-vinylphénol 
(♦) Bilan matière, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) acide p-coumarique 
 
Ce comportement a été comparé avec une fermentation où l’acide p-coumarique a été 
ajouté sur une population en phase stationnaire (après 110h environ) s’étant développée dans 
le même milieu préfermenté par la souche BDX de Saccharomyces cerevisiae, mais qui était 
exempt d’acide p-coumarique à la base. Aucun 4-vinylphénol n’avait donc été produit et de 
ce fait les Brettanomyces se sont développées sur le milieu préfermenté sans aucun substrat 
de la bioconversion. Les résultats sont présentés sur la figure 26. 
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Figure VI. 26. Cinétique de production du 4-éthylphénol dans un milieu préfermenté par Saccharomyces 
(♦) Bilan matière, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) acide p-coumarique. 
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Le profil de bioconversion est différent. Nous remarquons une disparition très rapide de 
l’acide p-coumarique du milieu, avec une production élevée de 4-vinylphénol puis de 4-
éthylphénol. Dans le même temps de 100h que la fermentation précédente, le niveau de 4-
éthylphénol formé arrive à 0,025 mmol/L et continue à augmenter. Si l’on observe également 
le bilan matière instantané, nous remarquons qu’aucune accumulation de l’acide p-
coumarique n’a lieu contrairement à l’expérience précédente.   
 
5.3.3. Discussion des résultats 
Quelle que soit la nature du 4-vinylphénol ajouté à la fermentation (commercial ou 
produit par les Saccharomyces), un ralentissement de la bioconversion a été observé lors de 
ces expériences. Ce ralentissement s’exprime par un stockage de l’acide p-coumarique dans la 
cellule visible avec la chute du bilan matière. Lorsque du 4-vinylphénol commercial a été 
utilisé, ce ralentissement s’est accentué. Il pourrait avoir comme origine un épuisement des 
cofacteurs au cours des premières heures. Des concentrations importantes de 4-vinylphénol et 
de 4-éthylphénol pourraient inhiber les réactions successives de la bioconversion.  
Lorsque le 4-vinylphénol produit par les levures Saccharomyces a été utilisé, nous 
assistons au même phénomène de ralentissement de la bioréaction, bien que plus atténué. 
Nous remarquons alors qu’une faible quantité de 4-vinylphénol a été produite puis 
transformée d’une façon équivalente en 4-éthylphénol. Toutefois,  même si aussi dans ce cas 
tout l’acide p-coumarique a été consommé, aucune production supplémentaire en 4-
éthylphénol n’a eu lieu. Avec ces résultats, il semble que l’acide p-coumarique peut être 
stocké à l’intérieur de la cellule, si celle-ci n’arrive pas à le transformer directement en 4-
vinylphénol puis en 4-éthylphénol. 
 
5.4. Effet de la présence de 4-vinylphénol produit par la levure Brettanomyces 
Nous avons voulu tester aussi l’effet d’ajouts successifs d’acide p-coumarique sur une 
population de Brettanomyces. Ainsi, lorsque la population de Brettanomyces bruxellensis est 
arrivée en phase stationnaire dans un milieu synthétique vin (MSV), 10 mg/L d’acide p-
coumarique ont été ajoutés. Des prélèvements réguliers du milieu sont effectués et analysés. 
Après 70 h, une autre injection de 15 mg/L d’acide p-coumarique est réalisée. Les profils de 
consommation des substrats et de l’apparition des produits sont présentés sur la figure 27.  
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Figure VI. 27. Cinétique de production du 4-éthylphénol. Effet de pulses d’acide p-coumarique 
(♦) Bilan matière, (♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) acide p-coumarique. 
 
Dans un premier temps, la bioconversion est classique. Elle est identique à celle trouvée 
dans le paragraphe 3. En effet, tout l’acide p-coumarique est consommé, le 4-vinylphénol est 
produit, pour former ensuite le 4-éthylphénol. Le bilan matière reste constant et égal à la 
quantité d’acide p-coumarique mesurée au temps zéro dans le milieu. Par contre, le 
phénomène de ralentissement remarqué au paragraphe précédent lors des essais avec le 4-
vinylphénol commercial ou bien formé par les Saccharomyces est retrouvé lors de la 
bioconversion du second pulse d’acide p-coumarique et le bilan matière montre de nouveau 
un profil de déclin. En effet, lors du second ajout d’acide p-coumarique, une quantité 
résiduaire de 4-vinylphénol, résultant de la bioconversion du premier pulse existait dans le 
milieu. Nous remarquons alors que même si la deuxième quantité d’acide p-coumarique (15 
mg/L) est consommée totalement, la quantité produite de 4-éthylphénol correspondant 
pendant 98 h, ne dépasse pas 0,019 mmol/L, alors qu’elle est de 0,037 mmol/L pour le 
premier pulse de 10 mg/L d’acide p-coumarique dans des temps similaires.  
 
5.5. Discussion des résultats 
Lors d’un deuxième ajout d’acide p-coumarique dans le milieu, les cinétiques de la 
bioconversion en 4-éthylphénol semblent être plus lentes. Le stockage de l’acide p-
coumarique ou du 4-vinylphénol dans la cellule apparait encore une fois sur les bilans de 
matière. Ainsi, il apparait que la présence de l’un des produits de la bioconversion (phénols 
volatils) dans le milieu ralentit d’une façon ou d’une autre la bioréaction.  
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Une autre explication pourrait être avancée. En effet, l’accomplissement de la 
bioconversion lors du premier ajout a peut être diminué notablement la concentration de co-
facteurs qui n’ont pas pu être régénérés pour permettre le passage du 4-vinylphénol en 4-
éthylphénol.   
 
6. Etude de la bioconversion en fonction de la présence de Brettanomyces dans le milieu 
6.1. Etude de la bioconversion dans le surnageant 
Comme nous retrouvons à la fois le 4-vinylphénol et le 4-éthylphénol dans le surnageant, 
il nous semblait intéressant de vérifier si la conversion du premier en 4-éthylphénol a lieu 
dans le milieu extracellulaire. Une culture de Brettanomyces en phase stationnaire a été 
centrifugée puis filtrée stérilement et répartie dans deux fioles d’erlenmeyer. 0,06 mmol/L 
d’acide p-coumarique ont été ajoutés dans la première, et 0,3 mmol/L de 4-vinylphénol 
commercial ont été ajoutés dans la deuxième. Des prélèvements ont eu lieu au cours du 
temps.  
Les résultats montrent, après trois répétitions, que dans les deux cas, aucune production 
de 4-éthylphénol en quantité significative n’a eu lieu. Cela nous amène à déduire que la 
bioconversion n’a lieu qu’en présence de levures Brettanomyces dans le milieu. Les enzymes 
responsables de la bioconversion ne sont pas excrétées par les levures. En se projetant dans 
un cadre œnologique, ces résultats montrent que l’apparition du 4-éthylphénol dans les vins 
ne peut pas avoir lieu après élimination de la population contaminante de levures 
Brettanomyces, les enzymes ne pouvant pas être excrétées dans le milieu. 
 
6.2. Etude de l’effet de la population de Brettanomyces sur la quantité de 4-éthylphénol 
formée. 
Une population de Brettanomyces bruxellensis en phase stationnaire a été diluée dans un 
tampon phosphate citrate (MT). Quatre concentrations cellulaires différentes ont été testées : 
104-105-107-108 cell/mL. Après la mise en solution, 10 mg/L d’acide p-coumarique ont été 
ajoutés. Les cinétiques d’apparition du 4 éthylphénol par GC-MS et de disparition d’acide 
coumarique par HPLC-UV ont été suivies en fonction du temps.  
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Figure VI. 28. Profil cinétique de la bioconversion de l’acide p-coumarique  
en 4-vinylphénol puis en 4-éthylphénol. Milieu (MT) 
Population : 108 cell/ml. (♦) p-coumarique,(♦) 4-vinylphénol, (♦) 4-éthylphénol, (♦) Bilan instantané. 
 
Bien que la chute initiale due au phénomène d’adsorption soit plus accentuée dans le milieu 
tampon (cf. Ch 4), il apparaît que la bioconversion est équimolaire entre l’acide coumarique 
retrouvé initialement et les 4-éthylphénols.  
Si l’on trace maintenant l’apparition des 4-éthylphénols pour les quatre populations de 
levures testées, il apparaît qu’elles sont liées aux quantités de levures présentes (Figure 29).  
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Figure VI. 29. Profil cinétique de l’apparition du 4-éthylphénol. Milieu (MT) 
(♦) 104 cell/mL, (♦) 105 cell/mL, (♦) 107 cell/mL, (♦) 108 cell/mL. 
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Si nous calculons les vitesses moyennes de production sur 72h, nous trouvons que lorsque 
la population croit d’un facteur 10, la vitesse de production croit elle aussi d’un facteur 10 
(Tableau 1). Cela signifie que les vitesses spécifiques moyennes de ces expériences sont du 
même ordre.  
  
Tableau VI. 1. Vitesse de production d’éthylphénols en fonction de la population  
de Brettanomyces bruxellensis 
Population 104 
(cell/mL) 
Vitesse de production de 
4-éthylphénol 
(mmol/L/h) 
1 6,75.10-08 
10 1,81.10-07 
1000 4,44.10-05 
10000 2,63.10-04 
 
6.3. Discussion des résultats 
Ces travaux confirment les résultats de Renouf (2006) montrant que la quantité 
d’éthylphénols produite dans un vin est proportionnelle à la durée d’activité des levures 
Brettanomyces et à leur nombre. Cela signifie aussi que si un vin est contaminé, même par de 
très faibles quantités de Brettanomyces, le coumarate présent finira par être transformé en des 
quantités non négligeables de 4-éthylphénol. Dans les conditions testées, la vitesse 
d’apparition des 4-éthylphénols apparaît directement proportionnelle au niveau de population. 
Ainsi, une population de Brettanomyces, aussi petite soit-elle, représente un risque important 
de production de 4-éthylphénol.  
 
7. Conclusion générale 
Les travaux effectués au cours de ce chapitre apportent de nouvelles données qui 
peuvent aider à comprendre les mécanismes de cette bioconversion dans les vins. 
 
o La levure Brettanomyces peut produire le 4-éthylphénol directement à partir du 
4-vinylphénol présent dans les milieux ou en décarboxylant l’acide p-coumarique 
du vin pour produire le 4-vinylphénol pour ensuite le réduire en 4-éthylphénol. 
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o Les vitesses spécifiques de consommation de l’acide p-coumarique et 
d’apparition du 4-éthylphénol sont fonction de la phase de croissance de la 
population de Brettanomyces. La vitesse de consommation est plus grande en 
début de phase de croissance alors que la vitesse d’apparition est supérieure en 
phase stationnaire. 
 
o Dans un cas d’étude simple, le bilan de la conversion de l’acide p-coumarique en 
4-éthylphénol est constant. Toute la quantité d’acide p-coumarique est retrouvée 
sous l’une des trois formes : acide p-coumarique, 4-vinylphénol ou 4-éthylphénol. 
 
o Le taux de conversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol a 
systématiquement été de 100% lorsque l’ajout a été fait en phase stationnaire. 
Pour des ajouts en phase de croissance active ou en phase de latence des 
Brettanomyces, le taux n’a pas dépassé 75%.  
 
o En tenant compte du bilan et de tous les intermédiaires réactionnels, ainsi que de 
tous les phénomènes physico-chimiques accompagnant la bioconversion, la 
transformation de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol serait la seule voie de 
son utilisation par la levure Brettanomyces. 
 
o La quantité d’acide p-coumarique qui s’adsorbe sur une population de 
Brettanomyces ne se désorbe pas tant que la population est active, et cette 
quantité n’apparait plus dans le bilan matière de la bioconversion. 
 
o La bioconversion a lieu exclusivement en présence de levures Brettanomyces.  
La vitesse de production du 4-éthylphénol est proportionnelle au niveau de 
population de Brettanomyces présent. Même une très faible concentration en 
levure induit à long terme un danger de formation de 4-éthylphénols. 
 
o La présence des intermédiaires de la bioconversion dans un milieu (4- 
vinylphénol, 4-éthylphénol, présence ou absence de co-facteurs …) semble avoir 
un effet sur la cinétique de bioconversion. Ceci se traduit par un stockage de 
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l’acide p-coumarique dans la cellule de Brettanomyces sans qu’il soit converti en 
phénols volatils correspondants. 
 
o Toutes les levures Saccharomyces ne produisent pas avec la même vitesse le 4-
vinylphénol à partir de l’acide p-coumarique. Ceci peut être un critère de choix 
de souches pour la vinification. 
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L’objectif initial de notre travail était l’étude de la bioconversion de l’acide p-coumarique 
en 4-éthylphénol par Brettanomyces bruxellensis en milieu oenologique. Le 4-éthylphénol 
étant un contaminant organoleptique des vins, il peut être intéressant de bien connaître cette 
réaction afin, si possible, de la limiter. L’analyse bibliographique effectuée avait soulevé un 
certains nombres de questions dont les principales étaient :  
o Comment expliquer les rendements de bioconversion très disparates entre les études ? 
Existe-t-il une autre voie de métabolisation de l’acide p-coumarique chez 
Brettanomyces bruxellensis que celle de production des 4-éthylphénols?   
o Quel est l’effet de la population de Brettanomyces sur la vitesse de production du 4-
éthylphénol ? Existe-t-il une population seuil pour laquelle la bioconversion n’a pas 
lieu comme le laisse supposer certains auteurs ?  
o Quel est le lien entre bioconversion et croissance de ces levures ? 
o Quels sont les mécanismes enzymatiques associés à cette réaction ? Existe-t-il des 
inhibitions ? 
o Pourquoi presqu’aucune des études réalisées sur cette réaction ne suit l’évolution du 
substrat initial, l’acide p-coumarique ? 
 
Les toutes premières expériences de bioconversion réalisées ont mis en évidence deux 
problèmes majeurs qu’il était nécessaire de résoudre avant toute autre étude : 
• Les méthodes analytiques pour le suivi de l’acide p-coumarique, du vinylphénol et des 
éthylphénols dans des conditions œnologiques n’existaient pas ou étaient à fiabiliser. 
• La manipulation de l’acide p-coumarique pose de gros problèmes pratiques : 
insolubilité, instabilité à l’autoclavage et disparition d’une partie dès son ajout dans le 
milieu. 
 
Ainsi, deux méthodes analytiques ont été développées et optimisées. La première 
technique est une technique chromatographique liquide en phase inverse, avec une détection 
en UV. Elle a été utilisée pour le suivi de l’acide p-coumarique dans les différentes conditions 
d’études. Bien que classique, la méthode présentée dans cette thèse apporte une valeur ajoutée 
par rapport aux méthodes existantes, notamment au niveau de la durée de l’analyse et de la 
spécificité du dosage de l’acide p-coumarique. Les bons indicateurs statistiques et paramètres 
chromatographiques, ainsi que la mise en œuvre facile de la méthode, en font une méthode 
utilisable lors des études de la bioconversion dans les milieux synthétiques mais aussi pour la 
quantification précise dans les vins réels.  
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La seconde technique est chromatographique en phase gazeuse, avec une détection en 
spectroscopie de masse. Elle est utilisée pour la mesure simultanée du 4-vinylphénol et du 4-
éthylphénol. Les validations statistiques montrent une bonne reproductibilité et de bonnes 
performances de la méthode en ce qui concerne notamment la zone de linéarité pour les 
petites concentrations  (< 1 μg/L). Ceci la rend compétitive avec les méthodes de son genre. 
Toutefois, il serait intéressant d’étendre l’application de la méthode HPLC afin qu’elle puisse 
séparer l’acide p-coumarique de ses différents dérivés, comme les esters, ce qui donnerait à la 
méthode une dimension prédictive. La validation de la méthode GC/MS dans de vrais vins est 
également à effectuer.  
 
Dans le chapitre 4, la disparition d’une partie de l’acide p-coumarique dès sa mise en 
solution dans les milieux de fermentation a été élucidée. Il a ainsi été montré que cet acide est 
instable aux températures élevées (autoclavage). Il est donc recommandé de l’ajouter dans la 
composition des milieux après l’autoclavage. D’autre part, une réaction d’estérification entre 
l’acide p-coumarique et l’éthanol a été démontrée dans les conditions œnologiques. Toutefois, 
l’avancement de cette réaction est faible au pH et aux concentrations en éthanol des vins.  
Le phénomène d’adsorption de l’acide p-coumarique sur les parois des levures semble 
être la raison  principale de la perte de l’acide p-coumarique aux temps initiaux. Cette 
adsorption est fonction de la nature du milieu et des conditions expérimentales. Une 
différence de la capacité d’adsorption existe entre les espèces. Ainsi, l’acide p-coumarique 
s’adsorbe mieux sur les parois de Brettanomyces bruxellensis que sur celles des levures 
Saccharomyces cerevisiae. En comparaison, l’adsorption du 4-éthylphénol sur la levure 
Brettanomyces est faible. Ceci permet d’émettre l’hypothèse que le cycle phénolique, 
identique dans l’acide p-coumarique et le 4-éthylphénol, n’est pas la seule partie impliquée 
dans le phénomène d’adsorption.  
Au final, pour notre souche de Brettanomyces, dans nos conditions, tout l’acide p-
coumarique initialement ajouté n’est pas disponible pour être transformé en 4-éthylphénol par 
Brettanomyces bruxellensis. Le rendement 4-éthylphénol formé sur acide p-coumarique 
ajouté ne sera donc pas de 100% et sera variable selon les capacités d’adsorption des souches 
et les conditions environnementales. Ceci pourrait expliquer la disparité des rendements 
trouvés dans la littérature pour la bioconversion de l’acide p-coumarique en 4-éthylphénol. 
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Ces phénomènes d’adsorption d’acide p-coumarique par Brettanomyces observés lors de 
ses essais nous ont donné l’idée d’une méthode pour limiter l’apparition des éthylphénols 
dans les vins. Plutôt que d’éviter la contamination des Brettanomyces comme essaye de le 
faire la plupart des auteurs qui luttent contre ces composés, nous avons essayé d’éliminer (ou 
du moins de réduire) la quantité d’acide p-coumarique du vin par adsorption sur des 
matériaux autorisés en œnologie. Afin de tester l’effet de différents paramètres 
environnementaux, la méthode des plans d’expériences a été appliquée pour l’étude de 
l’adsorption de l’acide p-coumarique sur la poudre d’écorces de levure et le PVPP. L’effet de 
la température, du pH et de la concentration en éthanol ont été testés. Les résultats ont montré 
que le PVPP est un très bon adsorbant et que seule la température a un effet significatif sur 
l’efficacité de l’adsorption.  
En jouant sur la durée du temps de contact, il semble possible d’optimiser la quantité 
d’acide p-coumarique adsorbé par rapport à l’effet de cet adsorbant sur la couleur des vins. 
Cette première approche semble prometteuse pour lutter contre l’apparition des éthylphénols 
dans les vins. Les prochaînes étapes seraient de tester l’effet du traitement sur les 
caractéristiques organoleptiques du vin et d’optimiser les quantités d’adsorbant à utiliser. 
 
Ce n’est qu’une fois les méthodes analytiques mises au point et le problème de la 
manipulation de l’acide p-coumarique réglé que nous avons pu nous consacrer à l’étude de la 
réaction de bioconversion proprement dite. La possibilité de suivre dans le milieu 
extracellulaire de façon cinétique les 3 constituants et ainsi pouvoir faire le bilan matière 
instantané a permis d’acquérir beaucoup d’informations sur la bioconversion. Ainsi, dans le 
sixième chapitre, le bilan matière montre que la transformation de l’acide p-coumarique 
disponible dans le milieu en 4-éthylphénol via l’intermédiaire 4-vinylphénol est la seule voie 
de métabolisation par la levure Brettanomyces. Dans nos cas d’étude, la quantité d’acide p-
coumarique qui s’est adsorbée sur les parois de levures ne s’est jamais désorbée en cours 
d’expériences. Le bilan matière a également permis de constater que dans certaines conditions 
l’acide p-coumarique semblait s’accumuler à l’intérieur de la cellule. Ceci a été interprété par 
une vitesse d’entrée de cet acide supérieure à celle de conversion en 4-vinylphénol. Les 
hypothèses pour ce phénomène pourraient être une inhibition par les produits de réaction (4-
vinylphénols et/ou 4-éthylphénols) ou l’absence de co-facteurs.  
Dans ce chapitre nous avons également montré que la réaction de bioconversion se faisait 
dans le milieu intracellulaire.  
Conclusion Générale 
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L’étude de l’effet de l’état physiologique de la cellule a montré que même en phase de 
latence les Brettanomyces étaient capables de produire des 4-éthylphénols. Toutefois, même 
si la vitesse spécifique de disparition de l’acide p-coumarique est maximale durant la phase 
de latence, celle de production des éthylphénols est maximale en phase stationnaire. 
 
Enfin, la relation entre la vitesse d’apparition des 4-éthylphénols et le nombre de cellules 
de Brettanomyces présentes a été étudiée. La vitesse de production du 4-éthylphénol a été 
trouvée proportionnelle au niveau de population de Brettanomyces présent. Même une très 
faible concentration en levure induit donc, à long terme, un danger de formation de 4-
éthylphénols.  
 
Pour nous, ces travaux ont ouvert de nombreuses pistes pour la poursuite des études sur la 
réaction de bioconversion. 
Dans un premier temps, il serait interessant de comparer nos résultats obtenus avec cette 
souche de Brettanomyces bruxellensis, avec d’autres souches, afin notamment de comparer la 
capacité d’adsorption et l’effet sur le bilan matière de la bioconversion. Existe-t-il de grosses 
différences de capacités d’adsorption entre les souches ?  
De plus, dans certaines conditions la transformation de l’acide p-coumarique en 4-
éthylphénol n’a pas été totale. Les hypothèses émises de rétro-inhibition par les produits ou 
d’épuisement des co-facteurs seraient à étudier avec soin. 
Enfin, les constatations faites sur l’influence des conditions d’agitation qui pourraient être un 
facteur limitant pour les vitesses de la bioréaction soulèvent la question de l’effet de 
l’oxygène sur cette levure. Ce paramètre, connu être très influant sur le métabolisme primaire 
de Brettanomyces, sera à étudier avec plus de précision vis-à-vis de la bioréaction. 
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Annexe 1 
 
Fructose diphosphate aldolase
FRUCTOSE-1,6 DIPHOSPHATE
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Balances oxydatives du nicotineamide dinucléotide (NAD) dans les levures. 
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Annexe 2 
 
Les Ecorces OF 
 
Les Ecorces OF, écorces de levures, en adsorbant différents inhibiteurs de la fermentation 
alcoolique, détoxifient le moût et favorisent le développement des levures. Elles libèrent 
également des stérols et des acides gras à chaînes insaturées qui stimulent la fermentation 
alcoolique. Ces écorces résultent de la plasmolyse d’une souche spécifique de Saccharomyces 
cerevisiae. Les enveloppes cellulaires sont récupérées par centrifugation, puis lavées 
par un procédé innovant limitant les risques de goûts de levure. 
 
Composition : 
·  Ecorces de levures 
o Extrait sec 94 à 98 % 
o Matière protéique 9 à 21 % 
o Matière glucidique 42 à 56 % 
o Facteur de survie (ergostérols) 1% 
Propriétés : 
 
De part leurs multiples propriétés, les écorces stimulent la fermentation alcoolique. 
·  Elles fixent les acides gras à chaîne moyenne (C6, C8, C10), inhibiteurs de la fermentation. 
Elles adsorbent également les résidus de pesticides, autre frein au bon déroulement de la 
fermentation. 
·  Riches en facteur de survie (stérols et acides gras à longue chaîne), elles favorisent le 
métabolisme de la levure, donc la fermentation alcoolique. 
·  Elles augmentent le taux de multiplication cellulaire (+ 17 % par rapport à un moût non 
traité) et la population levurienne viable en fin de fermentation. 
 
Doses et mode d’emploi : 
Il est nécessaire de bien homogénéiser le moût après l’apport des écorces. 
- En préventif 
10 à 30 g/hL lors d’un remontage, après la fermentation des 50 premiers g/l de sucre. En 
vinification en rouge, apporter les écorces sous le chapeau de marc. 
- En curatif, lors d’un arrêt de fermentation : 
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Apporter directement les écorces dans la cuve, puis réaliser deux remontages avant de 
décuver. Levurer 24 heures après le traitement. 
Doses d’emploi : 30 à 40 g/hL pour les vins rouges, 15 à 20 g/hL pour les vins blancs. 
 
Présentation : 
Sachet Alu de 500 g sous vide, protégeant contre tout risque d’oxydation du produit. 
 
Conservation : 
Les Ecorces OF se conservent dans leur emballage d’origine, non ouvert, à l’abri de la 
lumière, dans un lieu sec, exempt d’odeur. Tout emballage entamé doit être utilisé dans les 
quinze jours. 
 
CONFORME AU CODEX OENOLOGIQUE INTERNATIONAL 
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Annexe 3 
 
CODEX OENOLOGIQUE INTERNATIONAL 
 
Polyvinylpolypyrrolidone 
F-COEI-1-PVPP 1 
POLYVINYLPOLYPYRROLIDONE POVIDONE (PVPP) 
(C6H9NO)n = (111,1)n 
N° SIN : 1202 (Oeno 11/2002) 
 
1. OBJET, ORIGINE ET DOMAINE D’APPLICATION 
La polyvinylpolypyrrolidone insoluble est un polymère poly[1-(2-oxo-1-pyrrolidinyléthylène] 
réticulé de façon à la rendre insoluble. Elle est fabriquée par polymérisation de la N-vinyl-2-
pyrrolidone en présence de divers catalyseurs (par exemple de l’hydroxyde de sodium) ou en 
présence de N,N'-divinylimidazolidone. La PVPP fixe les polyphénols des vins, cette 
adsorption dépend du taux de polymérisation. Sa dose d’utilisation est limitée. 
 
2. SYNONYMES 
poly(1-éthénylpyrrolidin-2-one)  
Crospovidone (nomenclature de la pharmacopée) 
Polyvidone réticulée 
Homopolymère réticulé de 1-éthényl-2-pyrrolidone 
Polymère réticulé insoluble de la N-vinyl-2-pyrrolidone 
P.V.P. insoluble 
Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP). 
 
3. ETIQUETAGE 
L’étiquette doit mentionner que la PVPP est à usage oenologique, l’efficacité minimum 
garantie vis-à-vis du test et les conditions de sécurité et de conservation. 
 
4. CARACTERES 
Poudre légère, blanc à blanc crème. 
Insoluble dans l'eau et dans les solvants organiques. 
Insoluble dans les acides minéraux forts et les alcalins. 
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Annexe 4 
 
 
Matières premières utilisées pour les milieux de fermentation 
 
 
Acide tartrique PROLABO 
Fructose PROLABO 
Glucose PROLABO 
KH2PO4 PROLABO 
MgSO4 PROLABO 
Acétonitrile (analytical grade) PROLABO 
Acide Formique (analytical grade) PROLABO 
Éthanol Pure (analytical grade) PROLABO 
PVPP SIGMA-ALDRICH 
Acide p-coumarique SIGMA-ALDRICH 
Acide malique SIGMA-ALDRICH 
Glycérol SIGMA-ALDRICH 
Extrait de levure OXOID 
Ecorces de levures OENOFRANCE 
4-vinylphénol (10%- Propylène glycol) LANCASTER 
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1. INTRODUCTION 
 
The p-coumaric acid is a natural polyphenol of wines, in the hydroxicinnamic 
acid family. The maceration process brings that hydroxycinnamic acid into 
grape juice in the average concentration of 60 mg/L [1]. After fermentation and 
wine elaboration, the p-coumaric acid concentration cannot exceed 8 mg/L [2]. 
It can be found in a free form, or bounded to other wine components such as 
tartaric acid to form the p-coumaroyltartaric acid or with glucose to form an 
heteroside.  
The esterase activity of wine enzymes liberates the p-coumaric acid. In its free 
form, it is transformed into 4-vinylphenol by a common enzyme to many wine 
microorganisms, the cinnamate decarboxylase. The 4-vinylphenol is associated 
to pharmaceutical compounds smell [3]. The problem occurs when wines are 
contaminated by brettanomyces yeast. This yeast can turn the 4-vinylphenol 
into 4-ethylphenol, due to its specific enzyme presence, the vinylphenol 
reductase [4]. Nowadays, the horse sweat smell in wines is associated to the 4-
ethylphenol molecule. This reaction has a bad organoleptic impact on wine. 
Therefore, many works studied this bioconversion and proposed treatments to 
avoid its occurrence. The proposed solutions included many approaches, such 
as a high hygienic level to stop brettanomyces contaminations, or physical 
treatments to eliminate the volatile phenol once produced [5]. 
This work presents a new approach based on the p-coumaric acid adsorption on 
yeasts and oenological components. Its removal from the wine can avoid the 
ethylphenol production. Adsorption on yeast cells mentioned in bibliography 
[6] was verified. Effects of different factors on the adsorption by two industrial 
adsorbents were tested.  
 
2. MATERIALS AND METHODS 
 
2.1. Adsorption tests on Saccharomyces and Brettanomyces cells 
 
Different concentrations of Brettanomyces and Saccharomyces yeast were 
obtained by fermentations. P-coumaric acid was dissolved in 1ml of pure 
ethanol before to be added in different concentrations in a synthetic wine 
medium. Two minutes after, a sample was taken and centrifuged. The liquid 
part was tested on HPLC to detect the p-coumaric acid concentration, and on 
GC/MS to detect the 4-vinylphenol and 4-ethylphenol content. All the tests 
were compared with witness samples free of yeast. 
 
2.2. Adsorption tests on PVPP and yeast cell walls 
 
Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) and yeast cell walls were used as two 
oenological adsorbent in the concentration of 3 g/L. 
The medium used was a synthetic wine medium free of p-coumaric acid. A 23 
factorial experimental design was tested to study the variation of the adsorbed 
quantity Qe (mol/g) of p-coumaric acid added in different concentrations.  
Qe = X/m, where m is the adsorbent mass, and X = Ci (initial concentration) - Ce 
(concentration at equilibrium). 
The factors tested were the pH (3- 3.5 – 4), the temperature (25, 30, 35 oC) and 
the ethanol concentration (10- 11.5- 13 % v/v). The agitation was fixed at 250 
rpm. All the tests were compared with witness samples free of adsorbent. The 
p-coumaric acid concentrations tested were 2.5 and 20 mg/L, for each adsorbent 
and for each level of the experimental design. The contact time for adsorption 
was 5h. 
 
3. RESULTS AND DISCUSSION 
 
3.1 Adsorption tests in fermentations 
 
Results showed a difference in the adsorption potential of each species. In fact, 
the brettanomyces sp. showed a better adsorption than the saccharomyces in 
their specific conditions (Table 1). There was no 4-vinylphenol or 4-
ethylphenol production, corresponding to the lost p-coumaric acid in the contact 
period (2min). 
 
Table 1 - Adsorption of p-coumaric acid on Brettanomyces sp. and 
Saccharomyces sp. in fermentation conditions 
  
Initial concentration 
p-coumaric (mg/L) 
Concentration found 
p-coumaric (mg/L) 
Population 
 (106 Cell/ml) 
Saccharomyces 10 9,83 60 
 10 9,53 120 
  10 9,09 240 
Brettanomyces 10 9,1 3 
 10 8,4 360 
  10 5,2 450 
 
These results confirmed the bibliography datas [7]. In fact, the p-coumaric acid 
is the less adsorbed phenolic acid by the saccharomyces sp. Its adsorption on 
brettanomyces cell walls was recently defined [8]. 
  
3.2 Adsorption tests on PVPP and yeast cell walls 
 
With the methodology of factorial experimental design, the values of Qe were 
assimilated to a first degree polynomial model: 
Qe = ao + a1X1 + a2X2 + a3X3 + a4X1X2 + a5X1X3 + a6X2X3 + a7X1X2X3 ± ε,  
where X1 was Temperature, X2 was pH and X3 was the ethanol concentration. 
The aim of this polynomial model was to join the effect of each factor on Qe 
with the effect of the interactions. 
The EXCEL STAT 2003 as well as the STATGRAPHICS were used to analyse 
the complete factorial design results. The determination of the polynomial 
coefficient was achieved by a multilinear regression multivariable analysis. The 
variances of the parameters were calculated by an ANOVA test, in the aim to 
determine the significance of the effects.  
The Student test (t) was acquired at a 3 freedom degree level, and for a 
confidence level of 95%. The values of polynomial coefficients were 
considered significant when the student test was higher than 3,18. The R2 
coefficient represents the potential of the polynomial equation to predict the 
effect of the factors.   
The statistical analysis results are presented in the Pareto graphs in figure 1 
when PVPP was used. The factor effects were presented for two concentrations 
of p-coumaric acid: 2.5 and 20 mg/L. 
 
When PVPP was the adsorbent, only the temperature had a significant effect on 
adsorption in the tested conditions. The p-coumaric acid adsorption was 
improved when the temperature increased from 25 to 35°C. The ethanol 
concentration, as well as the pH, had no direct effect on the adsorption, on the 
two p-coumaric concentrations levels. The R2 values were 0.92 for pareto (a) 
and 0.97 for pareto (b), which indicates the good performance of the tests.  
Temperature
pH
EtOH
T*pH
T*EtOH
pH*EtOH
T*pH*EtOH
P = 0.05
Temperature
pH
EtOH
T*pH
T*EtOH
pH*EtOH
T*pH*EtOH
P = 0.05
(a)
(b)
 
Figure 1- Estimated effect of the factors on Qe when PVPP was the adsorbent – 
(a) 20 mg/L p-coumaric acid, (b) 2.5 mg/L p-coumaric acid.  
On the other hand, when the yeast cell walls were the adsorbent, experimental 
results were less reproducible. The interpretation of pareto graphs was more 
difficult and all the factors seemed to affect the Qe. 
Nevertheless, it was possible to compare the capacity of adsorption of PVPP 
and yeast extract. With the same concentration of each (3g/L), PVPP was 
always a better adsorbent than yeast extract. For instance, at 25oC, the 
maximum loss of p-coumaric acid by adsorption was 69% ± 1% and 99.4 % ± 
8.4 respectively for 20 and 2.5 mg/L when the PVPP was the adsorbent whereas 
the maximum loss of p-coumaric acid was 45% ± 12% and 72% ± 37% when 
the yeast cell walls were the adsorbent (respectively for 20 and 2.5 mg/L).,. 
 
4. CONCLUSION 
 
The p-coumaric acid showed different adsorption profiles on different yeast 
species. The brettanomyces sp. had a better adsorption potential of the p-
coumaric acid than the saccharomyces sp. Because of its partial adsorption on 
yeast, the p-coumaric acid present in wine cannot be transformed totally into 4-
vinylphenol and 4-ethylphenol.  
The p-coumaric acid removal from the medium will avoid the horse sweat smell 
odours if a contamination occurs. Its adsorption on oenological components can 
be a solution to avoid its bioconversion.  
The two adsorbent materials tested showed that the PVPP is a better adsorbent 
than yeast cell walls of this acid in wine conditions. The non significance 
effects of the factors pH and ethanol concentration on the p-coumaric 
adsorption by PVPP was proved. On the other hand, increasing the temperature 
from 25 to 35°C favoured the adsorption on PVPP. Finally, it was shown with 
PVPP, that it is possible to decrease drastically the p-coumaric acid 
concentration in a synthetic wine medium.  
The p-coumaric acid adsorption on PVPP in true wine is being studied, as a first 
step of industrial application.  
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Abstract
p-Coumaric acid is a natural hydroxycinnamic acid existing in grapes and wine. It is the precursor of the 4-ethylphenol molecule
through the bioconversion reaction by Brettanomyces yeast. Chromatographic methods are the most common techniques to detect p-cou-
maric acid. It is known that this acid is highly unstable in analysis and fermentation experiments. This paper highlights the problems
occurring in p-coumaric acid analysis in wine fermentation conditions when studying its bioconversion. First, it was shown that p-cou-
maric acid was unstable at elevated temperature. On the other hand, it was found that in our experimental conditions p-coumaric acid
reacted with ethanol. This work revealed also that the p-coumaric acid is partially adsorbed on Brettanomyces yeast, certainly on cell
walls. Because of these phenomena the quantity of p-coumaric acid which can participate to the bioconversion into ethylphenol
decreases.
 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Keywords: p-Coumaric acid; Chromatographic analysis; Temperature; Adsorption; Ethanol; Brettanomyces; Fermentation
1. Introduction
p-Coumaric acid is a natural hydroxycinnamic phenolic
acid that exists in wine in an esterified form with tartaric
acid, the tartaric p-coumaroyl ester. It can also exist as glu-
cose heteroside (Ribereau-Gayon, Glories, Maujean, &
Dubourdieu, 1998). In grapes, p-coumaric acid is a poly-
phenol precursor, especially for flavonoids, flavones and
flavonols (Hrazdina, Parsons, & Mattick, 1984). This acid
is equally a crucial substrate for enzymes to create resvera-
trol (Goldberg, Tsang, Karumanchiri, & Soleas, 1998). In
grape juice, the p-coumaric acid can reach a concentration
of 60 mg/l (Chatonnet, Viala, & Dubourdieu, 1997), but it
does not reach more than 8 mg/l in wine (Goldberg et al.,
1998).
During the fermentation, p-coumaric acid is liberated
due to the action of esterase activity in yeast and it seems
nowadays that the sequential action of two enzymes on
the free p-coumaric acid could be the principal cause of
ethylphenol production in wine (Baumes & Cordonnier,
1986; Chatonnet & Boidron, 1988; Dubois, Brule, & Illic,
1971; Etievant, 1981; Schimidzu & Watanabe, 1982). First
hydroxycinnamate decarboxylase changes the hydroxycin-
namic acid into a hydroxystyrene (vinylphenol) (Edlin, Nar-
bad, Gasson, Dickinson, & Lloyd, 1998), which is then
reduced to ethyl derivatives by vinylphenol reductase (Dias,
Pereira-da-Silva, Tavares, Malfeito-Ferreira, & Loureiro,
2003). Moreover, many authors proved that ethylphenol
occurrence is due to the presence of Brettanomyces sp. yeast
and its sporeDekkera (Chatonnet, Dubourdieu, Boidron, &
Pons, 1992; Dias et al., 2003; Edlin, Narbad, & Lloyd,
0308-8146/$ - see front matter  2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.foodchem.2007.09.052
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1995). In fact, the first enzyme, hydroxycinnamate decar-
boxylase, exists within a large number of bacteria and yeast,
but the second, vinylphenol reductase, is only performed by
a few yeast species like Brettanomyces sp.
Yeast of the genus Dekkera/Brettanomyces, especially
D. bruxellensis species, is able to produce important
amount of ethylphenols in wine, mainly 4-ethylguaiacol
and 4-ethylphenol. The problem is that 4-ethylphenol mol-
ecule is associated in sensorial analysis to horse sweat smell
or mousy taint flavours. Because of its bad organoleptic
impact on wine, Brettanomyces sp. is considered as con-
taminating yeast.
In the literature, the problem is mentioned over and
over, certainly because the quality of wine and productivity
in winemaking are nowadays main factors than they were
with the increasing competitive world wine market. Ethyl-
phenol presence in wine is responsible of great economical
loss and its production is much more detected (Chatonnet
et al., 1997).
This is a main reason to stop this phenomenon in wine-
making industries. It is very difficult to avoid Brettanomy-
ces sp. growth in wine first because of the low hygiene level
which can be reached in winemaking, second because of the
resistance and growth of this yeast in strict conditions (low
levels of sugar, high levels of ethanol) (Sua´rez, Sua´rez-
Lepe, Morata, & Caldero´n, 2007). A way to struggle
against ethylphenol production would be to avoid the bio-
conversion of p-coumaric acid into ethylphenols rather
than avoiding Brettanomyces presence.
Thus, we must have a full understanding of the biocon-
version mechanism. Authors usually show out the ethyl-
phenol occurrence in wine versus Brettanomyces presence,
without mentioning p-coumaric acid when studying its bio-
conversion. Yet, it would be very useful to have kinetics of
p-coumaric acid bioconversion into vinylphenol, then into
ethylphenol. Equally, the following up of the p-coumaric
acid would be interesting in order to provide valuable data
in yield calculation. So, according to us, it appears abso-
lutely necessary to follow up products, substrates and have
good methods to measure them.
The most common techniques that detect p-coumaric
acid in its media are chromatographic methods. Medawar
(2003) showed a difference between the initial concentra-
tion of the p-coumaric acid added to fermentation and
the one detected by HPLC just after adding the acid. We
noticed the same problem while we were studying the bio-
conversion of p-coumaric acid into ethylphenols in our
experiments. These observations made us to search for
the origin of this p-coumaric acid loss. What does coumaric
acid turn to in a wine (synthetic) medium?
In this field of art, authors pointed out several mecha-
nisms of physical, chemical or biochemical reactivity of
hydroxycinnamic acids in wine mediums. First, Medawar
(2003) suspected that high sterilisation temperature is
responsible of the p-coumaric acid disappearance. In addi-
tion, it could be a solubility problem since p-coumaric acid
is not easily soluble in water, neither in synthetic wine med-
ium. That is why, before being added, it should always be
dissolved into pure ethanol which is the most common sol-
vent (Tuzen & Ozdemir, 2003).
Moreover, the p-coumaric acid, as all the phenolic com-
pounds do, can undergo a polymerization reaction or an
electrophilic addition with other wine components, espe-
cially an electrophilic addition with ethanol that gives eth-
oxyphenols in wine ageing (Dugelay, Beaumes, Guntata,
Razungles, & Bayonove, 1995; Seyhane E., 1994). Several
authors showed that p-coumaric acid can undergo an oxi-
dation (Bagchi, Grag, Krohn, Bagchi, & Tran, 1997; Herre-
ra, Pulgarin, Nadtochenko, & Kiwi, 1998), an esterification
(Dugelay, Guntata, Sapis, Beaumes, & Bayonove, 1993), or
an amination (Clark, 2000) under different conditions.
These bibliographical observations lead to ask questions
about the reactivity of p-coumaric acid in a fermentation
medium. On the other hand, when O’Neill, Christov, Botes,
& Prior (1996) exposed an HPLC method for cinnamic acid
detection, they claimed that the correction should be done
in function of each medium analysis, because of the adsorp-
tion of the hydroxycinnamic acids on different medium
components, as wheat bran in their case of study. We know
as well that phenolic compounds can adsorb on yeast cell
walls (Medina, Boido, Dellacassa, & Carrau, 2005; Morata,
Gomez-Cordoves, Colomo, & Sua´rez, 2005; Morata et al.,
2003; Rizzo, Ventrice, Varone, Sidari, & Caridi, 2006).
All these phenomena can generate loss of p-coumaric
acid in a wine synthetic medium. The goal of this paper
is not to discuss the bioconversion of p-coumaric acid into
ethylphenol, but to evaluate the chemical instability and
the physical availability of p-coumaric acid under our
oenological conditions, to determine the exact quantity
which can really participate in the bioconversion.
2. Materials and methods
2.1. p-Coumaric acid detection
Standard of p-coumaric acid used for all experiments
was acquired from Aldrich–Sigma society. As presented
in the market, p-coumaric acid has a white crystalline pow-
der aspect. All other chemicals were reagent grade or bet-
ter. Two ways have been employed to detect p-coumaric
acid:
– UV detection: the p-coumaric acid absorption was car-
ried out on a UV spectrophotometer at 305 nm in quartz
cell. The p-coumaric acid belongs to the hydroxycin-
namic acid family well known for its absorbance in the
UV region of the spectra because of the mesomeric effect
of the double bonds, and their phenolic cycle (Seyhane,
1994). The polyphenols are detectable then at low con-
centration (1–10 lM) (Barthelmebs, Divies, & Cavin,
2000).
– HPLC detection: the p-coumaric acid analysis was car-
ried out by HPLC. The ODS-2 5uTM (Waters) column
followed a Spherimarge ODS-2TM pre-column at 30 C.
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The automatic injector was used in a full loop of 20 ll,
with a mobile phase composed of: water 77%, acetoni-
trile 23%. Formic acid was added in the concentration
of 0.12 g/l to regulate the pH at 3.5. The flow was fixed
at 0.7 ml/min. The detector used was a UV spectropho-
tometer. The detection was done at 305 nm. p-Coumaric
acid retention time was 12.5 min.
2.2. Stability tests of the p-coumaric acid with experimental
conditions
In order to study the day light and oxygen effect on
the p-coumaric acid in our experimental conditions, two
40 mg/l solutions of p-coumaric acid were prepared in
Erlenmeyer flasks of 500 ml containing 300 ml of liquid.
The first solution was a synthetic wine medium with
10% v/v ethanol; the second was a hydroalcoholic solu-
tion containing distilled water with 10% v/v ethanol.
Both of the solutions were stirred for 10 days at ambient
temperature, closed inside the Erlenmeyer flasks. Each
solution was monitored by UV spectrophotometry at
305 nm.
On the other hand, to study the p-coumaric acid ther-
modegradation at high temperature, two 40 mg/l solutions
of p-coumaric acid dissolved into a synthetic wine medium
were prepared into 50 ml volume Pyrex Shott containers.
They were kept in darkness without any contact with air.
Two temperatures were tested: ambient temperature
(approximately 20 C) and 75 C obtained using a heating
plate. The changes in absorbance at 305 nm were detected
in time. Absorbance changes of the p-coumaric acid solu-
tion were equally tested before and after autoclaving for
20 min at 120 C.
2.3. Reactivity tests of the p-coumaric acid with media
components
To study the p-coumaric acid dissolution in ethanol,
10 mg/l of the acid were added either after being dissolved
or not into ethanol to synthetic wine media containing 10%
v/v ethanol. The absorbance of the acid was followed up in
time by UV spectrophotometer in quartz cells at 305 nm
for 120 h.
On the other hand, p-coumaric acid was either being
added or not to different media to study its reactivity with
ethanol as a solvent or with tartaric acid. These different
media had the following composition: Medium A (Hydro-
alcoholic: water/ethanol 10% v/v), Medium B (water–20
mg/l of p-coumaric acid), Medium C (pure ethanol–
20 mg/l of p-coumaric acid), Medium D (Hydroalcoholic:
water/ethanol 10% v/v–20 mg/l of p-coumaric acid), Med-
ium E (synthetic wine medium 10% v/v ethanol), Medium
F (synthetic wine medium 10% v/v ethanol–20 mg/l of
p-coumaric acid), Medium G (tartaric acid solution–
20 mg/l of p-coumaric acid). The solutions were followed
up by UV analysis with a sweeping wavelength between
250 and 350 nm.
2.4. Nuclear magnetic resonance (NMR) and infra red (IR)
analysis
Two solutions of p-coumaric acid were prepared and
tested by NMR to know whether a reaction occurs or
not between p-coumaric acid and tartaric acid or between
p-coumaric acid and ethanol. The first contained 10 mg/l
of p-coumaric acid dissolved in ethanol; the second con-
tained 10 mg/l of p-coumaric acid dissolved in tartaric acid
solution. In both solutions, pH was adjusted to 3.5 as in
our oenological conditions. The NMR spectrum of the
crystalline p-coumaric powder was done after dissolution
in DMSO at 10 mg/l concentration in order to be com-
pared to other spectra. The NMR tests were recorded at
300 MHz on a Brucker spectrometer. Chemical shifts are
expressed in part per million relative to tetramethylsilane.
NMR solvent was pure DMSO.
On the other hand, infra red analysis of the pure p-cou-
maric acid and the one dissolved into ethanol, where the
pH was regulated at 3.5, were acquired on a Shimadzu-
8300 Fourier Transform infra red spectrophotometer.
2.5. Adsorption test of p-coumaric acid on Brettanomyces
yeasts
One strain of yeast was isolated from Buzet winery, sit-
uated in the south west of France. It was identified geneti-
cally as Brettanomyces bruxellensis. The Brettanomyces
yeast was scraped from a Petri dish where it was stored
at 4 C.
The yeast culture medium was a synthetic wine medium
that had the following composition: glucose 20 g/l, yeast
extract 0.5 g/l, (NH4)2SO4 0.5 g/l, citric acid 0.3 g/l, malic
acid 3 g/l, tartaric acid 2 g/l, MgSO4 0.4 g/l, KH2PO4 5 g/
l, glycerol 6 g/l. Ethanol was added up to 10% v/v after
autoclaving. Culture of Brettanomyces was inoculated at
3.106 cell/ml yeast concentration. Culture was carried out
in 500 ml Erlenmeyer flask with 300 ml of liquid medium
stirred at 250 rpm. After inoculation, culture flasks were
incubated at 30 C.
Fermentation was carried out in order to have different
population concentration of Brettanomyces yeast at differ-
ent stages of yeast growth.
p-Coumaric acid was added in the fermentation
described above after dissolution in 1 ml of pure ethanol,
to have respectively the concentration of 5, 10 or 20 mg/l.
Two minutes after adding p-coumaric acid in each solution,
a sample was taken, centrifuged, and then the liquid part
was tested on HPLC to detect the p-coumaric acid concen-
tration, and on GC/MS to detect the vinylphenol and eth-
ylphenols content. Three synthetic wine mediums (T1, T2
and T3) free of Brettanomyces yeast were prepared contain-
ing, respectively, 5, 10 and 20 mg/l of p-coumaric acid and
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served as a witness test. All these experiments were done at
a temperature of 30 C.
2.6. Yeast counting
Biomass concentration was followed up by two analyti-
cal techniques. A correlation between the optical density of
yeast suspension at 620 nm and cell dry weight gives weight
concentration, and the use of a Thoma hemacytometer
gives a concentration in number of cells. The percentage
of viable cells is obtained using the ethylene blue staining
method, with an error of 8%.
3. Results and discussion
3.1. p-Coumaric acid stability in the air oxygen under day
light
The results showed that there was no significant change
in absorbance after 10 days. It seems that the p-coumaric
acid is stable in daylight, at ambient temperature and in
the presence of oxygen under experimental conditions.
3.2. Thermodegradation test of p-coumaric acid
The purpose of this test was to study the stability of the
p-coumaric acid with temperature. The results showed that
there was no change in UV absorbance during 30 h under
ambient temperature, while the absorbance decreased when
the temperature was 75 C (Fig. 1). The absorbance
decreased by 26% (from 0.65 down to 0.481) when the p-
coumaric acid solution was autoclaved. As a control, the
absorbance of a wine synthetic medium, free from the acid,
was followed up before and after autoclaving. The absor-
bance remained constant: 0.3 abs value.
These tests showed that p-coumaric acid in solutions,
particularly in natural wine under oenological conditions,
is quite stable at ambient temperature. On the other hand,
it is unstable when temperature increases. We confirm the
results of Bagchi et al., 1997 and Herrera et al., 1998. Prac-
tically, it would be important to add the p-coumaric acid in
synthetic wine media after autoclaving in order to be sure
that all the p-coumaric acid will be available in its natural
form for enzymatic reactions.
3.3. Reactivity tests of the p-coumaric acid in the media
It is difficult to dissolve p-coumaric crystalline powder in
pure distilled water. When it is dissolved, the p-coumaric
acid takes filamentous form within 40 h. Authors proposed
in their work the dissolution of p-coumaric acid in ethanol
which is a potent solvent. On the other hand, Tuzen and
Ozdemir (2003) proposed the dissolution of p-coumaric
acid into hydroalcoholic solutions.
The observations showed that p-coumaric acid dissolves
slower in hydroalcoholic solutions than in pure ethanol
solution (Fig. 2). But they showed also that there was a loss
of p-coumaric acid quantity relative to 0.2 absorbance unit,
when dissolving into pure ethanol, which leads to think
that a probable ethanol/p-coumaric acid reaction could
take place. The study of p-coumaric acid UV absorbance
in the media detailed in the material and methods part
(Media A–F), confirmed this hypothesis. It gave the follow-
ing results.
In the range studied, Medium A showed no absorption.
Medium B showed two absorption bands at 285 nm and
305 nm. On the other hand, media C and D showed
remarkable hypsochrome and hypochrome effect. The
maximum wavelength absorption decreased from 284 nm
(Medium B) to 248 nm (Medium C), and the band became
larger.
The hypochrome effect could result from a destabiliza-
tion of the mesomeric system which minimizes the absorp-
tion probability of the carbonyl group. The hypsochrome
effect could result even from the polarity change of the sol-
vent or from any change in the p-coumaric acid structure.
Moreover, this peak shift occurred more slowly (24 h) in
Medium D, where the medium had a little ethanol concen-
tration (10% v/v ethanol). These observations lead to think
that some reactions between the p-coumaric acid and the
ethanol might take place and that the concentration of eth-
anol participates in its kinetics.
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Fig. 1. Absorbance as a function of time at ambient temperature 20 C ()
and 75 C (h) in synthetic wine medium.
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Fig. 2. Kinetic profile of the dissolution of p-coumaric acid in ethanol ()
and synthetic wine medium (h).
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Comparing Mediums E and F (synthetic wine medium
without and with p-coumaric acid), p-coumaric acid
absorption bands were found at 284 and 305 nm. A
248 nm band was found after 24 h in the media F. As in
the Medium D, a reaction between p-coumaric acid and
ethanol was suspected.
To study the eventual esterification in the Medium G
between p-coumaric acid and tartaric acid, wavelength
was fixed at 305 nm, and the absorbance variation was fol-
lowed up in time. The absorbance remained constant dur-
ing a whole week, when the solution was kept in darkness
without any contact with air oxygen, at ambient
temperature.
These observations showed that this acid did not present
any reactivity with tartaric acid neither with any of the syn-
thetic wine medium in our conditions.
To understand the reality of the hypsochrome and hyp-
ochrome effect observed with ethanol, a NMR and IR
analysis were carried out.
3.4. NMR and IR reactivity tests of the p-coumaric acid
Many shifts occurring in spectra of Fig. 3a (pure p-cou-
maric acid) and spectra of Fig. 3b (p-coumaric acid in eth-
anol – pH 3.5) are discussable basing on organic chemistry
references (Mc murry, 2000). The chemical shifts of p-cou-
maric acid phenolic cycle in addition to the two hydrogens
of the vinylic bond are found at 7.5 ppm (multiplet), at
6.7 ppm (doublet) and at 6.3 ppm (doublet). The big differ-
ence is presented in spectrum 3b where we can find the
characteristic signals of ethanol at 3.4 ppm (quartet) and
at 1 ppm (triplet). Another quartet found at 3.7 ppm inte-
grating 2 protons, as well as another 3 protons at 1 ppm
led to conclude that an ethylic ester was formed in the
medium.
The results of the Infrared spectroscopy confirmed as
well the presence of an ester in the medium when the p-cou-
maric was dissolved in pure ethanol where the pH was 3.5.
In fact, two characteristics IR absorptions made the car-
boxylic group easily identifiable when the p-coumaric acid
was not dissolved in ethanol. The O–H bond of the car-
boxyl group gave rise to a very broad absorption over
the range 2500–3500 cm1, and the carbonyl bond showed
absorption at 1680 cm1. On the other hand, two specific
absorptions revealed an ester function when the p-couma-
ric was dissolved in ethanol. The first was situated in the
same range of the carbonyl of the carboxylic acid, and
the other was an intense absorption around 1240 cm-1,
showing a C–O bond.
The difference between spectra A (pure p-coumaric acid
– Fig. 3a) and B (p-coumaric acid in ethanol – Fig. 3b) as
well as the absorbance in the infrared spectroscopy dis-
cussed above, elucidated a probable esterification between
ethanol and p-coumaric acid occurring in the medium.
The identification of the probable product of the reac-
tion is outside the aim of this paper. It could be revealed
Fig. 3. NMR spectra of p-coumaric acid without (a) and with ethanol (b).
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with more accurate analysis, and will be discussed in future
work. In this case of study, the important matter is to be
conscious of the presence of a reaction between ethanol
and p-coumaric acid in the experimental conditions even
if this reaction extent is limited.
On the other hand, the following up of the same p-couma-
ric/tartaric acid solution, by NMR after one month, showed
no changes in the spectra which reveals that the p-coumaric
acid did not react with the tartaric acid in our conditions.
This result confirmed the UV analysis of media G.
3.5. Adsorption tests of p-coumaric acid
The yeast concentration in the sample and the p-couma-
ric acid concentration, added and found just after adsorp-
tion on yeast, are resumed in Table 1. Results were
compared for the solutions A, C and E, where the Bretta-
nomyces sp. population was different but the concentration
of the p-coumaric acid added was the same. All the samples
tested were free of vinylphenol and ethylphenols.
The acid loss was found to be higher when population
concentration was higher: 48% of loss for E and 9% for A.
On the other hand, using the results found for the solu-
tion B, C and D, where the adsorbent mass of the popula-
tion concentration was the same, but the p-coumaric acid
concentration added different, an isotherm was established,
based on the Langmuir equation of adsorption in solution.
Because the samples were taken only after 2 min of adding
p-coumaric acid in the medium, yeasts could be considered
as a constant solid adsorbent.
The Langmuir equation for solutions has the followed
expression (Avom, Ketcha Mbadcam, Matip, & Germain,
2001):
Qe ¼ ðQoKLCeÞ=ð1þ KLCeÞ
where Qe is the adsorbed quantity (mol/g) when theoretical
equilibrium is established, Ce the concentration when equi-
librium is established (mol/l), Qo the maximum capacity of
adsorption (mol/g) and KL the Langmuir constant (empir-
ical constant in function of temperature and the studied
system). Knowing that the substance quantity adsorbed
by the system is X = Ci (initial concentration)  Ce (con-
centration at equilibrium), and that Qe = X/m, where m
is the adsorbant mass.
The Qe ¼ f ðCeÞ curve is presented in Fig. 4.
This curve is assimilated to a Langmuir type II isotherm.
The adsorption of p-coumaric acid on Brettanomyces brux-
ellensis yeast is assimilated to a liquid/solid adsorption in
our conditions. These results showed that p-coumaric acid
adsorbed on Brettanomyces sp., does not give neither vinyl-
phenol nor ethylphenol occurrence in the medium, which
induced a non absorption of coumaric acid by this yeast
when the samples were taken (after 2 min). These results
joined the bibliographical analysis concerning the polyphe-
nolic adsorption on yeasts cell wall (Medina et al., 2005;
Morata et al., 2003; Morata et al., 2005; O’Neill et al.,
1996; Sua´rez et al., 2007).
In our case of study, the adsorption increased when the
Brettanomyces sp. population was higher. This phenome-
non explains the difference found between the initial con-
centration of p-coumaric acid detected and the one added.
4. Conclusion
p-coumaric acid is an important component to study in
wine because its bioconversion by Brettanomyces sp. into
ethylphenols damages the quality product. Nevertheless,
in oenological conditions p-coumaric acid can disappear
in different ways (Fig. 5). It is very important then to know
the exact quantity of coumaric acid that can participate in
this bioreaction in the purpose of calculating its real yield.
Table 1
p-Coumaric acid loss in adsorption tests
Solution Yeasts
concentration
(cell/ml)
p-
Coumaric
acid added
(mg/l)
p-Coumaric
acid found
after
adsorption
(mg/l)
p-Coumaric
acid loss after
adsorption (%)
A 3  106 10 9.1 9
B 360  106 5 3.4 32
C 360  106 10 8.4 16
D 360  106 20 16.8 16
E 450  106 10 5.2 48
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Fig. 4. Adsorption isotherm of p-coumaric acid Qe = f(Ce) at 30 C.
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Fig. 5. p-Coumaric acid disappearance in experimental wine conditions.
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First, it was shown in this paper that p-coumaric acid
was stable at oenological temperature (20–30 C) but
unstable at high temperature. Therefore, it is not recom-
mended to autoclave it in solution.
Our RMN and IR spectra showed that the p-coumaric
acid could react with ethanol, as all polyphenols of wine
do. This reaction seems to be an esterification and its rate
becomes higher when ethanol concentration increases in
the medium. More studies should take place in order to
determine the exact form of the reaction product.
Although the p-coumaric acid is naturally esterified with
tartaric acid in natural wine, it was not subjected to an
esterification with tartaric acid in our synthetic wine
medium.
On the other hand, this work showed that p-coumaric
acid solutions can adsorb on Brettanomyces yeast. In our
conditions, this adsorbance corresponds to the type II
Langmuir isotherm. The adsorption of phenolic com-
pounds is a classical problem observed with Saccharomyces
yeast as mentioned in our introduction. In our work, we
showed for the first time as we know a true adsorption phe-
nomenon of the p-coumaric acid on the Brettanomyces
yeast.
Finally, in our experimental conditions, only 50–90% of
p-coumaric added in the beginning of the fermentation is
available for the bioconversion into ethylphenol. Adsorp-
tion on Brettanomyces walls seems to be responsible of
the major loss. More studies should lead us to a better
understanding of this adsorption phenomenon.
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